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(57) Abstract: The invention relates to a transgenic non-human animal cell expressing at least one transgene coding for at least one 
reporter protein, characterized in that the expression of said reporter protein is correlated to the expression of at least one protein 
^ which is naturally produced by said cell and which is specific for a type of polarization of the immune response and/or an effector 
^ function of the immune response. The invention also relates to a corresponding transgenic animal. According to the invention, the 
qq cell and the transgenic animal can be used in a method for characterizing the type of immune response, i.e. Thl and Th 2, caused by 
an immunogene, a pathogen or chemical agent. 



(57) Abreg£ : La pr&ente invention concerne une cellule animale transgSnique non humaine exprimant au moins un transgene 
^ codant pour au moins une proline rapporteuse, caract6ris6e en ce que Texpression de ladite proline rapporteuse est correlee 5 

1 'expression d'au moins une proline naturellement produite par ladite cellule et specifique d'un type de polarisation de la reponse 
Q immune et/ou d'une fonction effectrice de la reponse immune. U invention porte 6galement sur Tanimal transgdnique correspondant. 
£^ La cellule et F animal transg£nique selon F invention peuvent etre mise en oeuvre dans un proc£de" pour caract&iser le type de reponse 
^ immune, notamment Thl et Th2. indnite Dar un immunoeene. un aeent pathoeene ou acent chimiaue. 
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CELLULES ET ANIMAUX TRANSGENIQUES D' ETUDE DE LA 
POLARISATION DE LA REPONSE IMMUNE. 

La presente invention concerne le domaine de la 
5 biologie et plus particulierement le domaine de la 
transgenese animale. L' invention se rapporte a une 
cellule animale transgenique non humaine exprimant au 
moins un transgene codant pour au moins une proteine 
rapporteuse, caracteris^e en ce que 1' expression de 

10 ladite proteine rapporteuse est correlee a 1' expression 
d'au moins une proteine naturellement produite par ladite 
cellule et specif ique d'un type de polarisation de la 
reponse immune et/ou d'une f onction eff ectrice de la 
reponse immune. L' invention porte egalement sur 1 'animal 

15 transgenique correspondant . La cellule et 1' animal 
transgenique selon 1' invention peuvent etre mise en oeuvre 
dans un procede pour caracteriser le type de reponse 
immune, notamment Thl et Th2, induite par un immunogene. 
Une methode de criblage de composes qui modulent le type 

20 de polarisation de la reponse immune et/ou le type de 
f onction eff ectrice de la reponse immune est egalement 
revendiquee . 

Une reponse immune specifique contre des pathogenes 
resulte de la combinaison de parametres multiples qui 

25 incluent la production precoce de certaines cytokines et 
chimiokines, 1' induction de la synthese de molecules 
cellulaires de surface, des interactions cellule/cellule 
et l'activation d'un certain nombre de types cellulaires 
differents. Typiquement, deux types principaiix d' immunity 

30 acquise sont a distinguer en fonction de la nature du 
pathogene. Des microorganismes intracellulaires tels que 
les virus, tels que certains types de bacteries et 
protozoaires induisent des r#ponses immunes mediees par 
les cellules T cytotoxiques et une production de 
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cytokines inf lammatoires tel que 1' interferon y, 
1 ' interleukine i, le TNF a, dont le but est d'induire une 
resistance a l'infection et/ou d'eliminer les cellules 
infectees. Les pathogenes extra-cellulaires tels que les 
5 helminthes induisent, quant a eux, une reponse humoral e 
associee a la production d'anticorps specif iques qui 
neutralisent 1'antigene. 

La polarisation appropri^e de l'une ou'de 1' autre des 
reponses est* cruciale pour assurer une elimination 

10 efficace du pathogene. Cette polarisation necessite la 
dif ferenciation des cellules T CD4 + naives en cellules 
effectrices Thl/Th2. Cette 6tape constitue un element 
majeur de la decision du type de reponse immune 
(Mossmann et al., 1986 ; Mossmann et al., 1989 ; 

15 Romagnani r 1999) . L' aptitude des differents sous -types de 
cellules T a diriger les reponses immunes effectrices 
sont dues a une combinaison exclusive de cytokines qui 
sont exprimees entre autre dans un sous-type de cellules 
Th particulier. Ainsi, chez l'homme, comme chez la 

20 souris, les cellules Thl produisent pref erentiellement de 

1 ' interleukine 2 et de 1' interferon y ; ces cellules Thl 
sont a l'origine d'une reponse de type hypersensibilite 
retardee, alors que les cellules Th2 secretent, quant k 
elles, de 1 9 interleukine 4, de 1 ' interleukine 5, de 

25 1' interleukine 10 et induisent 1' activation des cellules 
B et la production d'anticorps. Un desequilibre dans les. 
reponses Thl/Th2 a et£ observe dans des situations 
cliniques varices telles par exemple l'allergie atopique 
(mediee par les IgE) , notamment 1'asthme, la rhinite 

30 allergique/ mais egalement les rejets de greffe, les 
maladies du greffon contre hote, les leishmanioses , la 
lepre, la tuberculose, ou les maladies inf lammatoires 
chroniques telle que la maladie de Crohn, l'arthrite 
reactive, le diabete insulino-dependant . II a 4te sugger^ 
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de manipuler la riponse Thl/Th2 pour developper des 
vaccins de meilleure qualite, de nouvelles approches 
anti-tumorales et des strategies immunoprophylaxiques 
alternatives pour la therapie des allergies et des 
5 maladies auto-immunes . Ainsi, un effort constant est 
realise pour augmenter la comprehension des m£canismes 
impliquant le rapport Thl/Th2 ou pour d§couvrir de 
nouvelles molecules qui pourraient alterer ces deux 
processus. Les reponses Thl/Th2 sont habituellement; 

10 £tudi£es en controlant le type cellulaire et 1' expression 
des marqueurs de surfaces cellulaires, ainsi que la 
production de cytokines soit dans le serum, soit dans les 
organes lymphoides . Des methodes, telles que la m^thode 
ELISA, des methodes de RT-PCR quantitative et de 

15 cytometrie de flux sont communement utilisees. La plupart 
de ces essais sont longs et laborieux car ils necessitent 
un grand nombre de manipulations. Ces methodes ne sont 
pas adaptees pour tester une multitude de conditions 
experimentales ; ces methodes peuvent en outre faiisser 

20 1' analyse car elles peuvent alterer la reponse naturelle 
des cellules, comme par exemple dans le cas de methodes 
qui -impliquent une reactivation ex vivo des cellules T. 
Pour pallier ces differents inconvenients de l'art 
anterieur, des modeles animaux permettant une 

25 caracterisation rapide du type de la reponse immune 
constituerait des outils extremement appreciables pour 
r^aliser ces etudes. En effet, de tels modeles animaux 
permettraient d'obtenir une reponse rapide, facile, 
reproductible et sure de la reponse biologique naturelle 

30 et permettrait d y identifier de . maniere fiable les 
parametres Thl/Th2. 

C'est la raison pour laquelle les inventeurs se 
proposent de developper de nouveaux modeles en manipulant 
le genome animal, notamment murin, afin que le type de 



WO 02/072820 . PCT/FR02/00837 

4 



reponse immune soit directement represent^ par 
1' expression d'un gene rapporteur specif ique. La presente 
invention vise done a fournir une cellule animale 
transgenique non humaine exprimant au moins un transg£ne 
5 codant _ pour au moins une proteine rapporteuse, 
caracterisee en ce que 1' expression de ladite proteine 
rapporteuse est correlee a 1' expression d'au moins une 
proteine naturellement produite par ladite cellule et 
specif ique d'un type de polarisation de la reponse immune 

10 et/ou d'une fonction effectrice de la reponse immune. 

Par les termes « 1' expression de ladite proteine 
rapporteuse est correlee a 1' expression d'au moins une 
proteine naturellement produite », on entend indiquer que 
1' expression de la proteine rapporteuse est associee 

15 directement ou indirectement a 1' expression de la 
proteine naturellement produite. Ainsi, lorsque la 
proteine naturellement produite est exprimee, 
respect ivement non-exprimee, la proteine rapporteuse est 
egalement exprimee, respect ivement non-exprim<§e . De 

20 preference, le taux d' expression de la proteine 
rapporteuse sera directement proportionnel au taux 
d f expression de la proteine naturellement produite. Ainsi 
a titre d'exemple, lorsque le taux d' expression de la 
proteine naturellement produite est eleve, respect ivement 

25 faible, le taux d' expression de la proteine rapporteuse 
est £lev£, respectivement faible. Comme on le verra par 
la suite, cette correlation est obtenue de preference en 
plagant le gene rapporteur sous le controle des elements 
de regulation de 1' expression du gdne codant pour la 

30 proteine naturellement produite/ sans invalider 
l'expression de ce gene; Dans ce cas 1' expression des 
deux g£nes est regulee en CIS, c'est-a-dire que 
l'expression de la proteine rapporteuse est directement 
associee a l'expression de la proteine naturellement 
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produite. Cette correlation peut egalement etre obteiiue 
en plagant le gene rapporteur sous le controle d' Elements 
de regulation de la transcription inductible par la 
proteine naturellement produite ou l'une des prot£ines de 
5 la cascade m£tabolique induite par 1' expression de la 
proteine naturellement produite. Dans ce cas 1' expression 
des deux genes est regulee en TRANS, c'est-a-dire que 
1' expression de la proteine rapporteuse est indirectement 
associee a 1' expression de la proteine naturellement 
10 produite. 

La cellule selon la presente invention se caracterise 
en outre par le fait que pour chaque type de polarisation 
de la reponse immune et/ou pour chaque type de fonction 
effectrice correspond une proteine rapporteuse distincte 

15 ce qui permet de distinguer aisiment, rapidement, 
simultanement le ou les types de polarisation de la 
reponse immune et/ou le type de fonctions effectrices 
impliquees dans la reponse de la cellule ou de 1 r animal - 
selon 1' invention a un ou plusieurs immunogenes ou 

20 agents pathogenes. 

Par polarisation de la reponse immune, on entend 
_ _ (designer la nature ^de la reponse immune, cellulaire ou 
humorale, qui suit la premiere rencontre avec un 
antigene. Parmi la reponse immune a mediation cellulaire, 

25 il convient de distinguer differents sous-types de 
polarisation tels que, de maniere non exhaustive, la 
reponse immune mediae par les lymphocytes T auxiliaire' 
(« T helper ») , les lymphocytes T represseurs (Groux et 
al., 1997), les lymphocytes T cytotoxiques, les cellules 

30 NK, les cellules K et le type humoral. De preference, il 
s'agit du type de polarisation « T helper » qui est 
choisi parmi les types ThO (Firestein et al., 19.89), Thl,. 
Th2, Th3, Trl. De preference, il s'agit du type Thl. 
(Mossmann et al., 1986 ; Mossmann et al., 1989 / Del 
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Prete et al., 1991 ; Wiernenga et al., 1990 ; Yamamura et 
al., 1991 ; Robinson et al., 1993) et Th2 . Parmi la 
reponse immune humorale, il corivient de citer la r£ponse 
immune mediee par les lymphocytes B. 
5 Les types de fonction effectrice de la reponse 

immune au sens de la pr^sente invention comprennent de 
maniere non exhaustive les activites ou f one t ions CTL, 
les activites ou fonctions phagocytaires, les activites 
ou fonct ions cy tot oxiques, les activites ou fonctions 

10 immunosuppressives, les activites ou fonctions de 
presentation d'antigenes, les activites ou fonctions 
d' activation cellulaire. 

Par fonction effectrice, on entend designer une 
fonction cellulaire d'un ou plusieurs types de cellules 

15 ayant une resultante effectrice sur une type donnee de 
cellules cibles. Ces fonctions participent a la mise en 
place d'une immunite protectrice et/ou au developpement 
d'une reponse immune adequate telle le controle d'une 
reponse immune exacerbee par exemple. 

20 Par « proteine naturellement exprimee », on entend 

designer une proteine exprimee & partir d'un gene present 
— dans son environnement chromatinien nature! , qui de ce 
fait presente une regulation naturelle de son expression. 
Ainsi, de maniere tres preferee, le gene codant pour la 

25 proteine naturellement exprimee n'a pas et£ introduit par 
transfection ou transgenese dans la cellule ; il s'agit 
d'un gene dit endogene. 

L' invention peut etre r^alisee dans n'importe quelle 
cellule de mammifdre competente pour la recombinaison 

30 homologue. De preference, il s'agit de cellules de 
rongeurs, notamment de souris, de rat, de hamster, de 
cobaye. De preference, il s'agit de cellules de souris. 
Alternativement , il s'agit de cellules de primates, a 
1' exception de l'homme, tels que les singes, chimpanzes, 
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macaques, babouins. II peut egalement s'agirde cellules 
de bovins, de caprins, d'ovins, de porcins, notamment de 
mini -pores , de chevaux, de lapins. 

Les cellules selon 1 ' invention peuvent etre definies 
5 fonctiqnnellement comme etant capables de realiser la 
recombinaison homologue du ou des fragment (s) d'ADN 
exogene qui contient au moins une, de preference deux, 
region (s) ayant des homologies de sequences avec une 
sequence d'ADN cellulaire endogene. De telles cellules 

10 contiennent naturellement des recombinases endogenes ou 
ont ete genet iquement modifiees pour en contenir ou pour 
contenir les composes necessaires pour realiser la 
recombinaison de 1/ADN. 

De maniere preferee, parmi les cellules selon 

15 1' invention, il convient de citer tous les types 
cellulaires exprimant naturellement des proteines 
specif iques impliquees dans un ou plusieurs types de 
polarisation de la reponse immune et/ou des proteines 
specif iques impliquees dans les mecanismes de 

20 communication cellulaire et dans la mise en place d'une 
ou plusieurs fonctions effectrices de la reponse immune . 
— — Les genes codant pour ^ses proteines specif iques, appeles 
dans la presente invention, genes endogenes, coderit de 
preference pour des proteines solubles, des proteines 

25 intracellulaires ou membranaires , impliquees dans la 
signalisation intracellulaire et dans la communication 
cellulaire. II s'agit de proteines du . systeme 
immunitaire, telles par exemple les cytokines, 
chimiokines, lymphokines, les proteines de surface 

30 cellulaires (marqueurs de dif f erenciation CD, recepteurs . 
membranaires) , des proteines impliquees dans la 
transduction du signal associe a diff brents types de 
recepteurs, et ou dans l'activation de genes cibles. 
Selon un mode particulier et prefer^ de 1' invention/ la 
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proteine naturellement produite et specif ique de la 
polarisation de type Thl est choisie parmi de maniere non 
exhaustive parmi 1' interleukine 2 (IL-2) , 1' interleukine 
12 (IL-12), 1' interleukine 18 (IL-18) , 1' interferon y, le 
5 TNF-p, 1@ TNF-a T-bet, STAT-4, la chaine P du recepteur 
1' interferon y (IFN-y) , les chaines du recepteur a 1' IL- 
12 et a l'IL-18, RANTES, MlP-la, MIP-ip, CD26, la chaine 
p2 du recepteur a 1 'interleukine 12 (IL-12Rp2), CCR5, 
CCR2,CXCR3. De preference, la proteine sp£cifique de la 

10 polarisation de type Thl est 1' IFN-y. La proteine 
specif ique de la polarisation de type Th2 est choisie de 
preference dans le groupe compost de maniere non 
exhaustive de 1' interleukine 3 (IL-3) , 1 ' interleukine 4 
(IL-4), 1' interleukine 5 (IL-5) , 1 ' interleukine 10 (IL- 

15 10), 1' interleukine 13 (IL-13), GATA-3 , STAT-6, c-maf, 
NFAT , NIP45, CD30, CD26L, ST2L, CCR3 , CCR4 , CCR8, CXCR4, 
CRTH2, STIF (WO 98 46 638). De maniere prgferee, la 
proteine specif ique de la polarisation de type Th2 est 
1' interleukine 4 (IL-4) . Parmi ces cellules, il convient 

20 de citer les cellules du systeme immunitaire et de 
maniere non exhaustive, les lymphocytes T, les cellules 
NK, les cellules K, les lymphocytes B, les basophiles, 
les mastocytes, les macrophages , les eosinophiles, les 
monocytes, les neutrophiles, les plaquettes, les cellules de 

25 Langerhans, les monocytes des cellules dendritiques . Les 
cellules selon 1' invention, peuvent egalement §tre par 
exemple des cellules neuronales. II convient egalement de 
citer les cellules qui dans certaines conditions de 
culture, ou apres dif f erenciation ou manipulation 

30 gen£tique sont capables d'exprimer des proteines 
specif iques impliqu£es dans un ou plusieurs types de 
polarisation de la r£ponse immune et/ou des proteines 
specif iques impliquees dans une ou plusieurs fonctions 
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effectrices de la reponse immune. On peut citer les 
cellules souches hematopoi£tiques, les cellules souches 
embryonnaires totipotentes (cellules ES) ou 
pluripotentes. Ces cellules souches peuvent se 
5 differencier en une cellule exprimant les proteines 
specifiques selon 1 ' invention. Par cellules souches, on 
entend designer tous les types de cellules 
indif ferenciees multipotentes ou pluripotentes, 
cultivables in vitro de fagon prolongee sans perdre leurs 

10 caracteristiques, et qui sont susceptibles de se 
differencier en un ou plusieurs types cellulaires 
lorsqu'elles sont plac^es dans des conditions de culture 
definies. Ainsi, lorsque la cellule selon 1'invention est 
une cellule ES ou une cellule h^matopoletique, on peut 

15 envisager d'induire la dif f erenciation de celle-ci en 
differents types cellulaires susceptibles d'exprimer la 
ou les proteines specifiques de la reponse immune tels 
par exemple les cellules neuronales et les cellules du 
systeme immunitaire, et plus precisement les mastocytes, 

20 les basophiles, les monocytes, les eosinophiles, les 
lymphocytes T, les cellules NK, les cellules K, les 
lymphocytes B , les ' ceiiules " ~~de ■ Langerhans , les 
plaquettes, les monocytes des cellules dendritiques . 

Lorsqu'il est n^cessaire d' employer des cellules 

25 souches embryonnaires (ES) , pour la production de 
1' animal transgenique selon 1'invention par exemple, une 
lignee cellulaire de cellules ES peut etre employee ou 
des cellules embryonnaires peuvent §tre obtenues 
fraichement a partir d'un hote animal selon 1' invention, 

30 en general d'une souris, d'un rat, d'un hamster, d'un 
cobaye. De telles cellules sont cultivdes sur une cduche 
de fibroblastes nourriciers appropries ou sur de la 
gelatine, en presence de facteurs de crdissance 
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appropries tels que du facteur inhibiteur de leucemie 
(LIF pour « Leukemia Inhibiting Factor »). 

Plus generalement les cellules selon 1' invention 
correspondent a toutes les cellules animales, de 
5 preference de mammif ^res, a 1' exception des cellules 
humaines. Des exemples de cellules de mammif eres 
comp£tentes pour la recombinaison comprennent done les 
f ibroblastes, les cellules endotheliales, les cellules 
epitheliales, les cellules habituellement cultivees en 

10 laboratoire telles les cellules Hela, les cellules CHO 
(« Chinese Hamster Ovary ») , Dorris, AE7 , D10.64, DAX, 
pi.l, CDC25 par exemple. 

Au sens de la presente invention, on entend designer 
par transgenique une cellule comportant un transgene. On 

15 entend designer par « transgdne » ou par sequence 
d'acides nucleiques exogene ou par gene exogdne du 
materiel gehetique qui a ete ou qui va etre insert 
artif iciellement dans le genome d'un mammifere, 
particulierement dans une cellule de mammi fere cult iv£e 

20 in vitro ou dans une cellule de mammif ere vivant, ou qui 
va se maintenir dans la dite cellule sous forme 
episomale. De maniere preferee, le transgene selon la 
presente invention comprend au moins une sequence 
susceptible d' etre transcrite ou transcrite et traduite 

25 en proteine. Le ou les transgenes selon 1' invention ou 
leur expression h' af f ecte (nt) pas le f onctionnement du 
reseau biologique du systeme immunitaire, ni plus* 
generalement le f onctionnement du reseau biologique de la 
cellule. Le transgene peut etre clone dans un vecteur de. 

30 clonage qui permet d'en assurer sa propagation dans une 
cellule hote, et/ou f acultativement dans un vecteur 
d'expression pour assurer 1' expression du transgene. Les 
technologies de l'ADN recombinant utilisees pour la 
construction du vecteur de clonage et/ou d'expression 
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selon 1* invention sont celles connues et communement 
utilisees par les hommes de l'art. Les techniques 
standard sont utilisees pour le clonage, l'isolement de 
l'ADN, 1 ' amplification, et la purification ; les 
5 reactions enzymatiques impliquant l'ADN ligase, l'ADN 
polymerase, les endonucleases de restriction sont 
effectuees selon les recommandations du f abricant . Ces 
techniques et les autres sont generalement realises 
selon Sambrook et al., 1989). Les vecteurs incluent des 

10 plasmides, les cosmides, les phagemides, les 
bacteriophages, les retrovirus et autres virus animaux, 
les chromosomes artificiels, tels les YAC, BAC, HAC et 
autres vecteurs analogues. 

Les methodes pour g£n£rer des cellules transgeniques 

15 selon 1' invention sont bien connues de l'homme de l'art 
(Gordon et al., 1989). Diverses techniques pour 
transfecter des cellules de mammiferes ont ete decrites 
(pour revue, voir Keon et al., 1990). Le transgdne selon 
■1' invention, f acultativement compris dans un vecteur 

20 linearis^ ou non, ou sous la forme d'un fragment de 
vecteur, peut etre introduit dans la cellule hote par des 
methodes standard telles que par exemple la micro- 
injection dans le noyau (US 4 873 191) , la transfection 
par precipitation au phosphate . de calcium, la 

25 lipofection, 1 ' electroporation (Lo, 1983), le choc 
thermique,. la transformation avec des polymeres 
cationiques (PEG, polybrene, DEAE-Dextran...) , l'infection 
virale (Van der Putten et al., 1985), le sperme 
(Lavitranb et al . , 1989). 

30 Selon un mode pref£re de realisation de 1' invention, 

la cellule transg£nique selon 1' invention est obtenue par 
ciblage g^nique (« gene targeting »)du ou des 
transgene(s) au niveau d'une ou des sequences du genome 
de la cellule hote. Plus precisement, le transgene est 
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insere de maniere stable par recombinaison homologue au 
niveau de sequences homologues dans le genome de la 
cellule hote. Lorsqu'il s'agit d'obtenir une cellule 
transg^nique en vue de produire un animal transgenique, 
5 la cellule hote est de preference une cellule souche 
embryonnaire (cellule ES) (Thompson et al. , 1989) . 

Le ciblage genique represente la modification dirigee 
d'un locus chromosomique par recombinaison homologue avec 
une sequence d'ADN exogene ayant une homologie de 

10 sequence avec la sequence endogene ciblee. On distingue 
differents types de ciblage genetique. Ainsi le ciblage 
genique peut etre utilise pour modifier, en general 
augmente 1'expression d'un ou de plusieurs gene(s) 
endogene (s) , ou pour remplacer un gene endogene par un 

15 gene exogene, ou pour placer un gene exogene sous le 
contrSle d' elements de regulation de 1'expression genique 
de gene endogene particulier qui reste actif. Dans ce 
cas, il le ciblage genique est appel6 « Knock-in » (KI).V 
Alternativement , le ciblage genique peut etre utilise 

20 pour diminuer ou annihiler 1'expression d'un ou plusieurs 
genes. Il s'agit alors de ciblage genique appele « Knock- 
out » (KO) (voir-Bplkey et al. , 1989). - 

Selon la presente invention, 1 ' integration dans le 
genome de ladite cellule dudit transgene codant pour au. 

25 moins une prpteine rappbrteuse constitue un « Knock- 
in » ; il est realise au niveau dudit ou desdits genes 
endogenes codant pour une ou des proteines specif iques 
d'un type de polarisation de la rlponse immune et/ou d'un 
type de fonction effectrice de la r£ponse immune sans que 

30 ledit transgene n'invalide 1'expression dudit gene 
endogene, ou que 1'expression dudit transgine n' af f ecte 
le reseau biologique de la cellule. La cellule selon 
1' invention se caracterise en ce que le transgene est 
integre de maniere stable dans le genome de ladite 
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cellule, et en ce que son expression est contr616e par 
les elements de regulation du gene endogene codant pour 
ladite proteine naturellement produite et specif ique d'un 
type de polarisation de la reponse immune et/ou d'une 
5 fonction effectrice de la reponse immune. Par integration 
de maniere stable, on entend signifier 1' insertion du 
transgene dans l'ADN genomique de la cellule selon 
1' invention. Le transgene ainsi insere est ensuite 
. transmis a la descendance cellulaire. L' integration du 

10 transgene est realisee en amont, en aval ou au milieu du 
gene endogene cible. De preference, le transgene comprend 
une sequence de reprise de la traduction telle par 
exemple une sequence IRES (site d'entree interne des 
ribosomes) (Mountford et al . , 1995 ; Zhu et al . , 1999 ; 

15 Liu et al., 2000) , ladite sequence 6tant situee entre la 
sequence codante de ladite proteine rapporteuse et de la 
sequence codante de ladite proteine specif ique d'un type 
de polarisation de la reponse immune et/ou d'une fonction 
effectrice de la reponse immune. Selon un mode prefere de 

20 realisation, la cellule selon 1' invention exprime un ou 
plusieurs transgenes, de preference deux transgenes 
— codant chacun pour une proteine rapporteuse distincte, 
1' expression de chaque proteine rapporteuse etartt 
specif ique d'un type de polarisation de la reponse immune 

25 et de preference du type Thl ou Th2 . Plus 
particulierement , la cellule animale transgenique non- 
humaine selon l'invention se caracterise en ce qu'elle 
exprime (a) un premier transgene codant pour une premiere 
proteine rapporteuse, ledit premier transgene etant 

30 integre par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 
niveau d'un gene animal endogene codant pour une proteine 
specif ique du type Thl de polarisation de la reponse 
immune sans inyalider 1' expression dudit gene a endogene, 
1' expression dudit premier transgene etant correiee avec 
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1' expression dudit gene animal endogene ; et/ou (b) un 
second transgene codant pour une deuxieme proteine 
rapporteuse, distincte de ladite premiere proteine 
rapporteuse, ledit second transgene etant int£gr£ par 
5 recombinaison homologiie (« Knock- In ») au niveau d'un 
gene endogene codant pour une proteine specif ique du type 
Th2 de polarisation de la reponse immune, sans invalider 
1' expression dudit gene endogene/ 1' expression dudit 
second transgene etant correiee avec 1 ' expression dudit 

10 gene endogene. 

Pour realiser la recombinaison homologue il est 
necessaire que le transgene contiennent au moins une 
sequence d'ADN comprenant au moins le gene rapporteur, 
avec everituellement les modifications genetiques desirees 

15 et f acultativement un ou plusieurs genes de selection 
positive ou negative, et egalement des regions d'ADN 
d'homologie avec le locus cible, de preference au nombre 
de deux, situe de part et d' autre de la portion du gene 
rapporteur. Par ^regions d'ADN d'homologies » ou 

20 «s#quences d'ADN homologues ou substantiellement 
homologues », on entend designer deux sequences d'ADN 
qui, apres un - al ignement optimal ... et apres comparaison, 
sont identiques pour environ au moins environ 75% des 
nucleotides, au moins environ 80% des nucleotides, 

25 habituellement au moins environ 90% a 95% des nucleotides 
et, de maniere plus prefer^e, au moins environ 98 a 99,5% 
des nucleotides. Par «pourcentage d'identite» entre deux* 
sequences d'acides nucleiques au sens de la presente 
invention, on entend designer un pourcentage de 

30 nucleotides identiques entre. les deux , sequences S 
comparer, obtenu apr£s le meilleur alignement, ce, 
pourcentage etant purement statistique et les. differences 
entre les deux sequences etant reparties au hasard et sur 
toute leur longueur. On entend designer par "meilleur 
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alighement " ou "alignement optimal", 1' alignement pour 
lequel le pourcentage d'identite determine comme ci-apres 
est le plus 61eve. Les comparaisdns de sequences entre 
deux sequences d'acides nucleiques sont 

5 traditipnnellement realisees en comparant ces sequences 
apres les avoir alignees de maniere optimale, ladite 
comparaison etant realis^e par segment ou par « fenetre 
de comparaison » pour identifier et comparer les regions 
locales de similarity de sequence. L' alignement optimal 

10 des sequences pour la comparaison peut etre realise, 
outre manuellement , au moyen de l'algorithme d'homologie 
locale de Smith et Waterman (1981) , au moyen de 
l'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch 
(1970) , au moyen de la methode de recherche de similarity 

15 de Pearson et Lipman (1988) , au moyen de logiciels 
inf ormatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, 
BLAST P, BLAST N, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin 
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 
Science Dr., Madison, WI) . Afin d'obtenir l'alignement 

20 optimal, on utilise de preference le programme BLAST, 
avec la matrice BLOSUM 62. On peut egalement utiliser les 
"* mat rice's ~'PAM ou PAM250.~~Le~ pourcentage cl'identite entre 
deux sequences d'acides nucleiques est determine en 
comparant ces deux sequences alignees de maniere 

25 optimale, la sequence d'acides nucleiques ou d'acides 
amines a comparer pouvant comprendre des additions ou des 
deletions par rapport a la sequence de reference pour un 
alignement optimal entre ces deux sequences. Le 
pourcentage d'identite est calculi en determinant le 

30 nombre de positions identiques pour lesquelles le 
nucleotide ou le residu d'acide amine est identique entre 
les deux sequences, en divisant ce nombre de positions 
identiques par le nombre total de positions comparees et 
en multipliant le resultat obtenu par 100 pour obtenir le 
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pourcentage d'identite entre ces deux sequences. Par 
sequences nucleiques presentant un pourcentage d'identite 
d'au moins 85 %, de preference d'au moins 90 %, 95 %, 98 
% et 99 % apres alignement optimal avec une sequence de 
5 reference, on entend designer les sequences nucleiques 
presentant, par rapport a la sequence nucleique de 
reference, certaines modifications comme en particulier 
une deletion, une troncation, un allongement, une fusion 
chimerique, et/ou une substitution notamment ponctuelle, 

10 et dont la sequence nucleique presente au moins 85 %, de 
preference au moins 90 %, 95 %, 98 % et 99 % d'identite 
apres alignement optimal avec la sequence nucleique de 
reference. La longueur des regions d'homologie est 
partiellement dependante du degre d'homologie. Ceci est 

15 dfi au fait qu'une diminution de la quantite d'homologie 
resulte dans une diminution de la frequence de 
recombinaison homologue. Si des regions de non homologie 
existent entre les portions de sequences homologues, il 
est preferable que cette non homologie ne s'etale pas sur 

20 toute la portion de sequence homologue mais plutot dans 
des portions discretes, Dans tous les cas, plus Te degre 
d' homologie r~est — faible*, plus la region d' homologie doit 
etre longue pour faciliter la recombinaison homologue. 
Bien que aussi peu que 14 pb homologue a 100% soient 

25 suffisantes pour realiser la recombinaison homologue dans 
les bactiries, dans les cellules de mammifdre, des 
portions de sequences homologues plus longues sont 
pr£ferees, en general. Ces portions font au moins 250 pb, 
500 pb, 750 pb, 1 000 pb, 1500 pb, 1750 pb, 2000 pb, 2500 

30 pb, 3000pb, 4000 pb de preference au moins 5 000 pb pour 
chaque portion de sequence homologue. Selon 1'* invention, 
les fragments d'ADN sont de ri'i'mporte quelle taille. La 
taille minimale requise est subordonnee a la necessite 
d' avoir au moins une region d'homologie suffisamment 
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longue pour faciliter la recombinaison homologue. Les 
fragments d'ADN ont une taille d'au moins environ 2 kb # 
de maniere preferee d'au moins environ 3 kb, 5 kb, 6 kb. 
Le transgene n'est pas limite a une sequence 
5 particuliere d'ADN. Ainsi les sequences d'ADN d'homologie 
presentes dans le transgene peuvent etre d'une origine 
piirement synthetique (par exemple realisee en routine a 
partir d'un synthetiseur d'ADN), ou peuvent deriver de 
sequences d'ARN m par reverse transcription, ou peuvent- 

10 deriver directement de sequences d'ADN genomique. Lorsque 
la sequence d'ADN d'homologie derive de sequences d'ARN 
par reverse transcription, celle-ci peut contenir ou non 
tout ou partie de sequences non codantes telles les 
introns, selon que la molecule d'ARN correspondante a ou 

15 non subi, partiellement ou totalement, un £pissage. De 
preference, les sequences d'ADN homologue utilisee pour 
realiser la recombinaison homologue comprennent des 
sequences d'ADN genomique plutot que de l'ADN c . En effet, 
d' importantes sequences cis-r6gulatrices presentes dans 

20 les introns, les regions distales, les regions 
promotrices peuvent §tre presentes. Les sequences 
derivant d'ADN genomique codent generalement au moins 
pour une portion de gene mais peuvent alternativement 
coder pour des regions non transcrites ou des regions 

25 d'un locus g[en£tique non r€arrang£ telles que les : loci 
des immunoglobuiines ou du recepteur des cellules T.. 
Gineralement , les sequences d'ADN genomique incluent une 
sequence codant pour un transcrit d'ARN. De preference, 
le transcrit d'ARN code pour un polypeptide ; de 

3 0 preference, il s'agit de 1' interferon y et 1' interleukine 
11-4. Selon un mode prefer^ de realisation, le transgene 
comprend tout ou partie du gene de l'IL-4 murin 
caracterise en ce que dans l'extremite 3' non codante du 
gene de l'IL-4 murin sont inserees sequentiellement une 
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sequence IRES, une sequence codant pour une proteine 
autof luorescente, une cassette de selection positive 
encadree ou non de sites- specif iques a 1' action des 
recombinases, par exemples une cassette Lox/Neo-TK/Lox ou 
5 lox/Neo/lox ou FRT/Neo-TK/FRT ou FRT/N<§o/FRT pouvant etre 
egalement presente en position 5' du gene rapporteur, et 
caracteris^ en ce que une cassette de selection negative 
contenant par exemple le ou les genes DTA et/ou TK est 
presente a au moins une des extr^mites du transgene. 

10 Lorsque la proteine specif ique de la polarisation de type 
Th2 est l'IL-4, alors la proteine auto- f luorescente est 
de preference la RFP . Selon un autre mode de realisation, 
le transgene comprend tout ou partie du gene murin de 
1'IFN-y, caract^rise en ce que dans l'extremite 3' non 

15 codante du gene murin de l'IFN-y sont inserees 
sequent iellement une sequence IRES, une sequence codant 
pour une proteine autof luorescente, une cassette de 
selection positive encadree ou non de sites-specif iques a 
1' act ion des recombinases, par examples une cassette 

20 Lox/Neo-TK/Lox ou lox/Neo/lox ou FRT/Neo-TK/FRT ou 
FRT/Neo/FRT pouvant etre egalement presente en position 
5'- -du gene rapporteur " et caracteris£" en" ce que une 
cassette de selection negative contenant par exemple le 
ou les genes DTA et/ou TK est presente a au moins une des 

25 extremit£s du transgene. Lorsque la proteine specif ique 
de la polarisation de type Thl est l'IFN-y, alors la 
protiine auto-f luorescente est de preference la GFP. 

Le transgene peut etre aussi petit que quelques 
centaines de paires de bases d'ADN c ou aussi large qu' une 

30 centaine de milliers de paires de bases d'un locus 
g£nique comprenant la sequence codante exonique- 
intronique et les sequences de regulation necessaires a 
l'obtention d'une expression control^e de maniere spatio- 
temporelle. De preference, le segment d'ADN recombin£ a 
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une taille comprise entre 2,5 kb et 1 000 kb. Quoi qu'il 
en soit, les , segments d'ADN recombines peuvent etre 
inferieurs a 2,5 kb et superieurs a 1 000 kb. 

Le transgene de la presente invention est de 
5 preference sous forme native, c'est-a-dire derive 
directement d'une sequence d'ADN exogene presente 
naturellement dans une cellule animale. Cette sequence 
d'ADN sous forme native peut etre modif iee par exemple 
par insertion de sites de restriction n^cessaires au 

10 clonage et/ou par insertion de sites de recombinaison 
site-specif iques (sequences lox et flp) . Alternativement , 
le transgene de la presente invention peut avoir 6te 
creee artif iciellement in vitro par les techniques de 
l'ADN recombinant, en associant par exemple des portions 

15 d'ADN genomique et d'ADN c . II s'agit la de transgene 
chimerique. La sequence d'ADN selon 1' invention, sous 
forme native ou chimerique, peut etre mutee en utilisant 
les techniques bien connues de l'homme du metier. Pour 
les sequences codantes, ces mutations peuvent affecter la 

20 sequence d'acides amines. 

Lorsque les cellules ont ete transformees par le 
transgene, elles peuvent etre cultivees in vitro ou bien 
etre utilisees pour produire des animaux transg^niques . 
Apres transformation, les cellules sont ensemenc£es sur 

25 une couche nourriciere et/ou dans un milieu appropri£. 
Les cellules contenant la construction peuvent etre 
d^tectees en utilisant un milieu s€lectif. Apres un temps 
suf f isant pour laisser les colonies pousser, celles-ci 
sont recup^rees et analysees pour determiner si un 

30 evenement de recombinaison homologue et/ou . une 
integration de la construction s'est produite. Pour 
realiser le criblage des clones ayant satisfait a la 
recombinaison homologue, des marqueurs positifs et 
negatifs, encore appeles genes de. selection, peuvent etre 
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inseres dans le vecteur de recombinaison homologue. 
Differents systemes de selection des cellules ayant 
realise 1 ' evenement de recombinaison homologue ont et£ 
d^crits ; il convient de citer le premier systeme decrit 
5 qui utilise des vecteurs de selection positif /negatif 
(Mansour et al., 1988 ; Capecchi, 1989). 

Par gene de selection, on entend designer un gene qui 
permet aux cellules qui le possedent d'etre selectionnees 
specif iquement pour ou contre la presence d'un agent 

10 selectif correspondant. Pour illustrer ce propos, un gene 
de resistance aux antibiotiques peut etre utilise comme 
un gene marqueur de selection positif qui permet & une 
cellule hote d'etre selectionnee positivement en presence 
de 1' antibiotique correspondant. Une variete de marqueurs 

15 positif s et negatifs sont connus de l'homme du metier 
(pour revue voir brevet US 5 627 059). Ce gene de 
selection peut se trouver soit a l'interieur ou a 
l'ext^rieur du transgene linearise. Lorsque le gene de 
selection se trouve a l'interieur du transgene, c'est-a- 

20 dire entre les extremites 5' et 3' du transgene , celui- 
ci peut §tre present sous la forme d/une entite g£nique 
distincte du gene rapporteur selon 1' invention. Dans ce 
cas, le gene de selection est li§ de maniere 
operationnelle avec des sequences d'ADN permettant de 

25 controler son expression ; alternativement le gene de 
selection peut etre mis sous le controle des sequences de 
regulation de 1' expression dudit gene rapporteur. Ces' 
sequences, connues de l'homme du metier, correspondent 
notamment aux sequences promotrices, f acultativement aux 

3 0 sequences activatrices et aux signaux de terminaison de 
la transcription. Facultativement , le gene de selection 
peut const ituer un gene de fusion avec le gene 
rapporteur. Ledit gene de fusion est alors li€ de maniere 
operationnelle avec des sequences d'ADN permettant de 
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controler 1' expression dudit gene de fusion. Selon un 
autre mode de realisation de 1' invention, le gene de 
selection est situ£ aux extremites 5' ou 3' du transgene 
de sorte que si un evenement de recombinaison homologue 
5 se produit le gene de selection n'est pas iritegre dans 
l'ADN genomique cellulaire; dans ce cas le gene de 
selection est un gene de selection negatif (pour revue 
voir brevet US 5 627 059) 

Ledit gene de selection positive selon 1' invention 

10 est de preference choisi parmi les genes de resistance 
aux antibiotiques. Parmi les antibiotiques, il convient 
de citer de maniere non exhaustive la neomycine, la 
tetracycline, . 1/ ampicilline, la kanamycine, la 
phleomycine, la bleomycine, 1 ' hygromycine, le 

15 chloramphenicol, la carbenicilline, la geneticine, la 
puromycine. Les genes de resistance correspondant a ces 
antibiotiques sont connus de l'homme du metier ; a titre 
d'exemple, le gene de la neomycine rend les cellules 
resistantes a la presence de 1 ' antibiotique G418 dans le 

20 milieu de culture. Le gdne de selection positif peut 
egalement etre selectionne parmi le gene HisD, 1' agent 
selectif correspondant 6tant 1 ' histidinol . Le gene de 
selection positif peut egalement etre selectionne parmi 
le gene de la guanine -phosphor ibosyl- transferase (GpT) , 

25 1' agent selectif. correspondant etant la xanthine. Le gene 
de selection positif peut egalement etre s£lectionn§ 
parmi le gene de 1 'hypoxanthine -phosphor ibosyl - ' 
transferase (HPRT) , 1' agent selectif correspondant etant 
1 ' hypoxanthine . 

30 Ledit gene de selection negative selon 1' invention 

est de preference choisi parmi le gene de la 6- 
thioxanthine ou thymidine kinase (TK) (Mzoz et al . , 
1993), les genes codant pour des toxines bacteriennes ou 
virales telles par exemple 1 ' exotoxine A de Pseudomonas, 
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la toxine diphterique (DTA) , la toxine cholerique, la 
toxine anthrox de Bacillus, la toxine Pertussis/ la 
toxine Shiga de Shigella, la toxine apparentee a la 
toxine Shiga/ les toxines d' Escherichia coli, la colicine 
5 A, la d-eridotoxine . On peut egalement citer le cytochrome 
p450 de rat et la cyclophosphophamide (Wei et al. , 1994) , 
la purine nucleoside phosphorylase d' Escherichia coli (E. 
coli) et la 6-methylpurine dgoxyribonucleoside (Sorscher 
et al., 1994), les cytosines deaminases (Cdase) ou uracil 

10 phosphoribosyl transferase (UPRTase) qui peuvent etre 
utilisees avec la 5-f luorocytosine (5-FC) . 

Le ou les marqueurs de selection utilises pour 
permettre d' identifier les evenements de recombinaison 
homologue peuvent affecter par la suite 1' expression 

15 genique, et peuvent etre elimin^s, si necessaire, par la 
mise en oeuvre de recombinases site-sp6cif iques telle la 
recombinase Cre specif ique des sites Lox (Sauer, 1994 ; 
Rajewsky et al., 1996; Sauer, 1998) ou FLP specifique des 
sites FRT (Kilby et al., 1993). 

20 Les colonies positives, c'est-a-dire contenant des 

cellules dans lesquelles au mbins un evenement de 
recombinaison -homologue a '-est- produit sont identifiees 
par une analyse par Southern Blotting et/ou par des 
techniques de PCR. Le taux d' expression, dans les 

25 cellules isolees ou les cellules de 1' animal transg^nique 
selon If invention, de l'ARNm correspondant au transgene 
peut ggalement etre determine par des techniques 
comprenant 1' analyse par Northern blotting, 1' analyse par 
hybridation in situ, par RT-PCR. Egalement les cellules 

30 ou tissus animaux exprimant le transgene peuvent etre 
identifies en utilisant un anticorps dirig§ contre la 
prot^ine rapporteuse. Les cellules positives peuvent 
ensuite etre utilisees pour r£aliser Ifes manipulations 
sur l'embryon et notamment 1' inject ion des cellules 
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modifiees par recombinaison homologue dans , les 
blastocystes. Pour ce qui concerne la souris, les 
blastocystes sont obtenus a partir de femelles 
superovulees de 4 a 6 semaines. Les cellules sont 
5 trypsiaees et les cellules modifiees sont injectees dans 
le blastocell d'un blastocyste. Apres l'injection, les 
blastocystes sont introduits dans la come ut§rine de 
femelles pseudo-gestantes . On laisse ensuite les femelles 
aller jusqu'a leur terme et les portees resultantes sont 

10 analysees pour determiner la presence de cellules-* 
mutantes possedant la construction, L' analyse du genotype 
ou d'un phenotype different entre les cellules de 
1 ' embryon nouveau-ne et les cellules du blastocyste ou 
des cellules ES permet de detecter les nouveau-n£s 

15 chimeriques. Les embryons chimeriques sont ensuite eleves 
jusqu'a l'age adulte. Les chimeres ou animaux 
chimeriques, sont des animaux dans lesquels seule une 
sous-population de cellules possede un genome altere. Les 
animaux chimeriques presentant le gene ou les genes 

20 modifies, sont en g£n£ral crois€s entre eux ou avec un 
animal de type sauvage afin d'obtenir line descendance 
KetSrbzygbte 'ou hombzygote . Les" heterozygoses males et 
femelles sont ensuite crois6s pour gen£rer des animaux 
homozygotes. A moins qu'il ne soit indique, l'animal 

25 transgenique selon 1' invention comprend des changements 
stables de la sequence nucleotidique des cellules de la 
lign6e germinale. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, la 
cellule transgenique non humaine selon 1 ' invention peut 

30 servir de cellule donneuse de noyau dans le cadre d'un 
transfert de noyau ou transfert nucleaire. Par transfert 
nucl£aire, on entend designer le transfert de noyau d'une 
cellule vivante donneuse de vert£bre, d'un organisme 
adulte ou au stade foetal, dans le cytoplasme d'une 
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cellule receveuse enucleee de la meme espece ou d'une 
espece differente. Le noyau transfer^ est reprogramme 
pour diriger le developpement des embryons clones qui 
peuvent ensuite etre transfers dans des femelles 
5 porteuses pour produ ire les foetus et les nouveau-nes, ou 
utilises pour produire des cellules de la masse 
cellulaire interne en culture. Differentes techniques de 
clonage nucleaire sont susceptibles d'6'tre. utilisees ; 
parmi celles-ci, il cpnvient de citer de maniere non 

10 exhaustive celles qui font l'ob jet des demandes de brevet 
WO 95 17500, WO 97 07668, 

WO 97 07669, WO 98 30683, WO 99 01163, WO 99 37143, 

Selon un mode pref ere de realisation de 1 ' invention, 
le ciblage genique selon la presente invention const itue 

15 un « Knock- In » (K-I) . Le transgene ou le gene exogene 
codant pour au moins une proteine rapporteuse selon 
1' invention est ciblee par recombinaison homologue dans 
le genome de l'organisme. Selon un mode pref ere de 
realisation, le transgene selon 1' invention est depourvu 

20 d' elements de regulation de 1' expression geniques et est 
place sous le contr61e des Elements endogenes de 

.„ — -regulation de — ! 1 '-express-ion du gene -codant pour la 
proteine specif ique d'au moins un type de polarisation de 
la reponse immune et/ou d'un type de fonction effectrice 

25 de la reponse immune. Ainsi, selon un mode pref 6re de 
realisation de 1' invention, au moins un transgene codant 
pour au moins une proteine rapporteuse selon 1' invention 
est introduit dans le genome d'une cellule animale de 
preference murine sous le controle d' elements de 

30 regulation de 1'expression du gene de 1 1 interferon y 
murin et/ou sous le controle des elements de regulation 
de l'expression du gene de 1 ' interleukine 4 (11-4) murin; 
sans iinvalider l'expression de ces detix genes endogenes . 
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Le transgene comprend au moins un gene, appele gene 
rapporteur, qui code pour la proteine rapporteuse selon 
1' invention. Le gene rapporteur comprend soit 1' ensemble 
des sequences contenant 1 ' information pour la production 
5 regulee de l'ARN correspondant (transcription) soit de la 
chaine polypeptidique correspondante (transcription- 
traduction) . Le gene rapporteur peut etre un gene de type 
sauvage presentant un polymorphisme naturel ou pour une 
sequence d'ADN manipulee genet iquement, par exemple ayant 

10 des- deletions, substitutions ou- insertions dans les 
regions codantes ou non codantes. De maniere preferee, le 
ou les genes rapporteur sont depourvus de sequences de 
regulation necessaires pour diriger et controler leur 
expression dans un ou des type(s) cellulaire (s) 

15 approprie(s) ; en effet, ils sont places aprds 
recombinaison homologue sous le controle des sequences 
animales endogenes de regulation de 1' expression du gene 
endogene animal cible qui demeure de pr£f£rence act if 
suite a l'evenement de recombinaison homologue et 

20 1 'integration du gdne rapporteur . 

Alternativement, le transgene selon 1' invention peut 
-contenir des sequences- de regulation appropriees pour 
diriger et controler 1' expression dudit ou desdits 
proteines rapporteuses dans la cellule. Dans ce cas, le 

25 transgene est int^gre de maniere aleatoire dans le 
genome, ou est present sous forme £pisomale dans la 
cellule. Dans ce cas de figure* les sequences de 
regulation appropriees sont des sequences inductibles par 
une ou plusieurs proteines d'un type specif ique d'un type 

30 de polarisation de la reponse immune ou d'un type de 
fonction effectrice de la reponse immune, ou par une ou 
plusieurs proteines de la voie metabolique sp^cifique 
d'un type de polarisation de la reponse immune ou d'un 
type de fonction effectrice de la reponse immune. 
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Par elements de regulation de 1' expression . du gene, 
on entend designer toutes les sequences d'ADN impliquees 
dans la regulation de 1' expression g^nique c'est-a-dire 
essentiellement les sequences regulat rices de la 
5 transcription, de l'epissage, de la traduction. Parmi les 
sequences d'ADN regulatrices de la transcription, il 
convient de citer la sequence promotrice minimale, les 
sequences amonts (par exemple, la boite SP1, l'IRE pour 
<c interferon responsive element »,...), les sequences 

10 activatrices (« enhancers ») , eventuellement les 
sequences inhibitrices {« silencers ») , les sequences 
insulateurs (« insulator ») , les sequences d'epissage. 

Ces sequences de regulation de l'expression sont 
liees de maniere operationnelle au(x) gene(s) 

15 rapporteur (s) . Une sequence nucleique est « liee de 
maniere operationnelle » lorsqu'elle est placee dans une 
relation f onctionnelle avec une autre sequence d'acide 
nucleique. Par exemple, un promoteur ou un activateur 
(« enhancer ») est lie de maniere operationnelle a une 

20 sequence codante, s'il affecte la transcription de ladite 
sequence codante. Concernant les sequences regulatrices 
de la transcription, « li£ de maniere operationnelle » 
signifie que les sequences d'ADN liees sont contigues, et 
lorsqu'il s'agit de lier deux regions codantes pour des 

25 prot^ines, contigues et en phase de lecture. 

La cellule transg^nique et/ou 1' animal transgenique 
non humain selon 1' invention est obtenu en introduisant 
au moins un transgene codaht pour une prot^ine 
rapporteuse, dans une cellule, uri zygote ou un embryon 

30 pr^coce de 1' animal non humain. L' introduction de 
diff brents transgenes dans la cellule selon 1' invention 
peut egalement etre realisee de maniere simultanee ou de 
maniere d£cal£e dans le temps. Lorsque la cellule 
contient plusieurs . transgenes, elle peut §tre obtenue 
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directement par introduction simultanee des fragments 
d'ADN necessaires a la recombinaison homologue dans 
ladite cellule en utilisant des methodes favorisant la 
cb-transformation de molecules d'ADN multiples. Les 
5 cellules sont alors selectionnees pour les multiples 
evenements de recombinaison attendus en utilisant un 
systeme de selection adapte . Alternativement , la cellule 
multi-transgenique peut etre obtenue en realisant les 
evenements de recombinaison homologue separement et de 

10 maniere decalee dans le temps. Ainsi, la cellule, apres 
introduction d'un premier vecteur de recombinaison 
homologue, est s£lectionnee pour le premier evenement.de 
recombinaison homologue, en utilisant un systeme de 
selection adaptee ; cette cellule nouvellement 

15 transgenique est ensuite transf ormee avec un second 
vecteur de recombinaison homologue, puis selectionnee 
pour le second tenement de recombinaison homologue en 
utilisant un systeme de selection identique ou different. 
Facultativement , cette cellule double transgenique peut 

20 ensuite etre transf ormee avec un troisieme vecteur de 
recombinaison homologue, puis selectionnee pour le 

- -troisieme £venement de- - recombinaison- homologue en 

utilisant un systeme de selection identique ou different, 
et ainsi de suite. Alternativement , la cellule double, 

25 triple ou multi-transgeniique selon 1' invention peut etre 
obtenue par croisement successif d'animaux transg£niques . 
Par exemple, une cellule double transgenique peut etre 
obtenue par croisement de deux animaux simples 
transgeniques homozygotes ; elle peut etre obtenue par 

30 croisement puis selection de deux animaux simples 
transgeniques heterozygotes, ou par croisement et 
selection d'un animal simple transgenique homozygote et 
d'un animal simple transgenique h^terozygote . 
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Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la cellule est caracteris£e en ce que ledit transgene 
codant pour au. moins une proline rapporteuse est integre 
de maniere aieatoire dans ladite cellule sans que ladite 
5 integration du transgene n'invalide 1' expression d'un ou 
plusieurs genes codant pour des proteines impliquees dans 
la polarisation de la reponse immune et/ou un type de 
fonction effectrice de la reponse immune, ni n'affecte le 
. reseau biologique cellulaire ou animal. Dans ce cas, le 

10 transgene est de preference integr£ dans une region non.. 
codante du genome, sous la dependance d'elements de 
reponse a des proteines impliquees dans la polarisation 
de la reponse immune ou dans des fonctions effectrices. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 

15 la cellule est caracterisee en ce que ledit transgene 
codant pour au moins une proteine rapporteuse est present 
sous forme episomale dans ladite cellule. II est a la 
portee de l'homme du metier de definir la nature et les 
caracteristiques du vecteur ,d' expression utilise pour 

20 permettre le maintien et 1' expression sous forme 
episomale du transgene dans la cellule de 1' invention. 

- Au- sens de la presente- invention, on ent end designer 
par gene rapporteur, un gene qui permet aux cellules 
comportant ce gene d'etre d^tectees de maniere specif ique 

25 suite a 1' expression de ce dernier, c'est-a-dire d'etre 
distinguees des autres cellules qui ne portent pas ce 
gene marqueur. Ledit gene rapporteur selon 1' invention 
code pour une proteine rapporteuse choisie de preference 
dans le. groupe compose des proteines auto-f luorescentes, 

30 telles que la proteine de fluorescence verte (GFP, pour 
<k Green Fluorescence Protein ») , ,1a proteine de 
fluorescente verte augmentee (EGFP) , la proteine de 
fluorescence jaune (YFP) , la proteine de fluorescence 
bleue (BFP) , la proteine de fluorescence rouge (RFP) , 



WO 02/072820 



PCT/FR02/00837 



29 

ainsi que les variants de ces proteines de fluorescence 
obtenues par mutagenese pour generer une fluorescence de 
couleur differente. Ledit g£ne « reporter » code 
6galement pour toute enzyme detectable die mahidre 
5 f luorescente, phosphorescente, ou visible par un precede 
histochimique sur des cellules vivantes ou toutes autres 
methodes d' analyse cellulaire, ou par microscopie. De 
fac?on non exhaustive, il convient de citer la P- 
galactosidase (P-GAL) , la P-glucoronidase (p-GUS) , la 

10 "phosphatase alcaline, notamment la phosphatase alcaline 
placentaire (PLAP) , la dehydrogenase alcoolique, 
notamment la dehydrogenase alcoolique de drosophile 
(ADH) , la lucif erase, notamment la « Firefly 
Lucif erase », la chloramphenicol -acetyl -transferase 

15 (CAT) > l'hormone de croissance (GH) . 

La pr^sente invention porte £galement sur 1' animal 
transgenique non-humain comprenant au moins une cellule 
selon 1' invent ion. Par « animal transgenique on entend 
designer un animal non humain, de preference un mammifere 

20 choisi dans le groupe des rongeurs et notamment de la 
souris, du rat, du hamster, du cobaye. La souris est 
parVicull.ere^nt apprecieeT~car~ son systeme immunitaire a 
ete etudie en profondeur. Alternativement , 1' animal 
transgenique est choisi parmi les animaux d'elevage et 

25 notamment les porcins, ovins, caprins, bovins, equides, 
notamment le cheval, les lagomorphes, notamment le lapin. 
L' animal transgenique selon 1' invention peut 6galement 
etre choisi parmi les primates, notamment les singes, 
tels le macaque, le chimpanz€, le babouin. 

3 0 Compte tenu des polymorphismes genet iques presents 

dans la population, il peut etre interessant pour 
analyser ou obtenir une reponse physiologique ou 
comportementale caracteristique que les animaux 
transgeniques selon 1' invention, et notamment les souris 
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transgeniques selon 1' invention presentent des fonds 
genetiques differents. Ainsi, les souris selon 
1' invention peuvent etre selectionn^es dans les lignees 
murines consanguines (« inbred ») 129Sv, 12901a, C57B16, 
5 BalB/C^ DBA/2, mais egalement dans les lignees non 
consanguines (« outbred ») , ou des lignees hybrides. 

L' animal transgenique selon 1 1 invention comprend au 
moins une cellule dont le genome comprend au moins 
transgene selon 1' invention, present soit sous forme 

10 -d'element extra- chromosomal , soit integree de maniere. 
stable dans 1'ADN chromosomique . De preference, 
1' ensemble des cellules de 1' animal et notamment ses 
cellules de la lignee germinale sont transgeniques, 

Selon un mode pr6fere de realisation, I 1 invention 

15 concerne un animal transgenique non-humain caracterise en 
ce qu'il comprend au moins une cellule exprimant (i) un 
premier transgene codant pour une premiere proteine 
rapporteuse, ledit premier transgene etant int^gre par 
recombinaison homologue (« Knock-In ») au niveau d'un 

20 gene endogene codant pour une proteine specif ique du type 
Thl de polarisation de la r^ponse immune sans invalider 
1' expression dudit- gene -■• endogene , 1' expression dudit 
premier transgene etant correlee avec 1' expression dudit 
gene endogene ; et (ii) un second transgene codant pour 

25 une deuxieme proteine rapporteuse, distincte de ladite 
premiere proteine rapporteuse, ledit second transgene 
etant integre par recombinaison homologue (« Knock-In ») 
au niveau d'un gdne endogene codant pour une proteine 
specif ique du type Th2 de polarisation de la rgponse 

30 immune, sans invalider 1' expression dudit gene endogene,. 
1' expression dudit second transgene £tant correlee avec 
1' expression dudit gene animal endogene. De maniere 
encore pr£f6ree, cet transgenique non-humain se 
caracterise en ce que la prot6ine specif ique du type Thl 
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de polarisation de la reponse immune est 1'IFN-y, la 
proteine specif ique de la polarisation de type Th2 est 
1' interleukine 4 (IL-4) , le dit premier transgene code 
pour la proteine rapporteuse GFP et le second transgene 
5 code pour la proteine rapporteuse RFP . 

C'est egalement un des objets de 1' invention de 
fournir un procede in vitro pour caractiriser le type de 
polarisation de la reponse immune induite par un 
immunogene, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 

10 de (a) mise en contact dudit immunogene avec une cellule 
selon 1' invention; (b) determination si une expression ou 
des expressions de transgene (s) codant pour au moins une 
proteine rapporteuse dont l 1 expression est associee a un 
type de polarisation de la reponse immune, ou un type de 

15 fonction effectrice, se produit (respect ivement « se 
produisent x>) /(c) f acultativement , evaluation 

quantitative de 1' expression du ou des proteine (s) 
rapporteuse (s) ; et enfin (d) caracterisation 
qualitative, f acul tat ivement quantitative, du ou des 

2 0 type(s) de polarisation de la reponse immune. 

L ; invention concerne £gale;ment le procede in vivo 
pour caracteriser le type de reponse immune induite par 
un immunogene, caracteris£ en ce qu'il comprend les 
Stapes de (a) mise en contact dudit immunogene avec un 

25 animal selon 1 ' invention; (b) determination si une 
expression ou des expressions de transgene (s) codant pour 9 
au moins une proteine rapporteuse dont 1' expression est 
associee a un type de reponse immune se produit 
(respect ivement « se produisent ») dans au moins une 

30 cellule dudit animal ; (c) f acultativement , Evaluation 
quantitative de l'expression du ou des proteine (s) 
rapporteuse (s) ; et enfin (d) caracterisation qualitative, 
f acultativement ' quantitative, du ou des types de 
polarisation de la reponse immune . 
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C'est egalement un des objets de la presente 
invention de fournir un procede d'obtention de cellules 
animales non humaines specif iques d'un type de 
polarisation de la reponse immune et/ou d'une fonction 
5 effectrice de la reponse immune, caract€ris6 en ce qu'il 
comprend les etapes de (a) mise en contact d'un 
immunogene ou d'un agent pathogene induisant la mise en 
place d'une reponse immune et/ou d'une fonction 
effectrice de la reponse immune avec une cellule selon 

10 1' invention; (b) - determination si une expression du 
transgene codant pour au moins une proteine rapporteuse, 
dont 1' expression est associee au dit type de 
polarisation de la reponse immune et/ou au dit type de 
fonction effectrice de la reponse immune, se produit ; et 

15 enfin (c) identification des cellules exprimant ladite 
proteine rapporteuse. 

C'est egalement un des objets de 1' invention de 
fournir un proced£ d' obtention de cellules animales non 
humaines specif iques d'un type de reponse immune et/ou 

20 d'une fonction effectrice de la reponse immune, 
caracterise en ce qu' il comprend les etapes de (a) mise 
en— contact d'un- immunogene- -ou- d'un agent pathogene 
induisant la mise en place d'une reponse immune et/ou 
d'une fonction effectrice de la reponse immune avec un 

25 animal selon 1' invention ; (b) de determination si une 
expression du transgene codant pour au moins une proteine 
rapporteuse associee audit type de reponse immune et/ou a 
une fonction effectrice de la reponse immune se 
produit dans au moins une cellule dudit animal ; (c) 

30 d'isolement de tout ou partie des cellules de l'animal ; 
et enfin (d) . d' identification parmi les cellules du dit 
l'animal des cellules exprimant ladite \ proteine 
rapporteuse,. De preference, les cellules sont identifiees 
et/ou caracterisees en utilisant un trieur de cellules 
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(cytometric de flux) mais tous autres moyens manuels ou 
automatiques de tri peuvent etre employes. 

Selon un mode prefer^ de realisation, l'immunogene 
specif ique d'un type de reponse immune a ete caracterise 
5 par un_ procede selon 1' invention tel que pr£c6demment 
d£crit. Par immunogene au sens de la presente invention, 
on entend designer un compose capable de declencher une 
reponse immune. Parmi les immunogenes on peut citer les 
antigenes, qui r£agissent avec les recepteurs des 

10 cellules T et B, ou avec des anticorps pr6form£s, ou avec 
tout autre types de recepteur exprim£s sur les cellules 
impliquees dans la mise en place et le developpement 
d'une reponse immune innee ou specif ique. Parmi les 
immunogenes il convient de citer les antigenes 

15 classiquement utilises par l'homme de l'art, les 
allergenes, les mitogenes, les agents pathogenes, ou l'un 
de leurs constituants, d'origine virale, bacterienne, 
parasitaire, fongique, mycoplasmique, les vaccins et 
compositions vaccinales, les adjuvants, les medicaments, 

20 les composes ou agents chimiques. La mise en contact d'un 
immunogene specif ique avec une cellule ou un animal selon 
1' invention peut se faire par diverses voies telles par 
exemple une infection classique par un microorganisme 
pathogene, ou via un vecteur biologique de delivrance 

25 (moustique, tique, bactirie , virus et parasites ou agent 
commensale recombinant, ADN nu...} , par inhalation, en 
aerosol, par la nourriture. Experimental ement, 
l'immunogene peut etre mis en contact avec 1' animal par 
une administration par voie systemique, en particulier 

30 par voie intraveineuse, par voie intramusculaire, 
intradermique, contact cutarte ou par voie orale. 

C'est <§galement un objet de 1' invention de fournir un 
proc§d£ de criblage de composes modulant au moins un type 
de polarisation de la reponse immune et/ou au moins une 
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f onction ef f ectrice de la reponse immune caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes de (a) mise en contact d'une 
cellule et/ou d'un animal selon 1' invention avec un 
immunogene responsable du declenchement d'une reponse 
5 immune, de preference specifique d'un type de 
polarisation, et/ou d'une f onction eff ectrice, et de 
maniere simultanee ou decalee dans le temps avec ledit 
compose ; (b) la mise en contact d'une cellule et/ou un 
animal selon 1' invention avec ledit immunogene de 1'etape 

10 (a) ; (c) la determination qualitative, f acultativement 
quantitative, de 1' expression d'au moins un transgene 
codant pour une proteine rapport euse don t 1' expression 
est correlee a un type specifique de polarisation et/ou 
d'une f onction eff ectrice puis comparaison desdites 

15 expressions declenchees en a) et b) ; puis (d) 
1' identification du compose qui module selectivement la 
reponse immune et/ou une f onction eff ectrice. Selon un 
mode prefere de realisation, la dite polarisation de la 
reponse immune est de type Thl . Selon un autre mode 

20 prefere de realisation, la dite polarisation de la 
reponse immune est de type Th2 . Selon un mode prefere de 
-.realisation, la -dite .. - fonction eff ectrice .peut etre de 
maniere non exhaustive une activite CTL, une fonction 
cytotoxique autre, une fonction phagocytaire, une 

25 activite humorale, une fonction immunosuppressive. 

Enfin, 1' invention porte egalement sur 1' utilisation 
d'une composition comprenant un compose modulant la", 
reponse immune, de preference specifique d'un type de 
polarisation, et/ou d'un type de fonction effectrice et 

30 un v^hicule pharmaceutiquement acceptable ^ titre de 
medicament pour le traitement preventif et/ou curatif 
d'un homme ou d'un animal necessitant un tel traitement, 
caracterise en ce que 1' aptitude dudit compose a inhiber 
ou activer selectivement la reponse immune . specifique 
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d'un type de polarisation et/ou d'un type de fonction 
effectrice est d<§terminee par (a) la mise en contact 
d'une cellule et/ou d'un animal selon 1' invention avec un 
immunogene responsable du declenchement d'une reponse 
5 immune, de preference specifique d'un type de 
polarisation et/ou d'une fonction effectrice, et de 
maniere simultanee ou d^calee dans le temps avec ledit 
compose ; (b) la mise en contact d'une cellule et/ou d'un 
animal selon l' invention avec un immunogene responsable 

10 du declenchement d'une reponse immune, de preference 
specifique d'un type de polarisation et/ou d'une fonction 
effectrice ; (c) la determination qualitative, 
f acultativement quantitative de 1' expression d'au moins 
un transgene codant pour une proteine rapporteuse dont 

15 1' expression est correlee a un type specifique de 
polarisation et/ou d'une fonction effectrice puis 
comparaison desdites expressions declenchees en a) et 
b) ; puis (d) 1' identification du compost qui module 
selectivement la reponse immune specifique d'un type de 

20 polarisation et/ou d'une fonction effectrice. De 
preference la dite reponse immune est de type Thl. La 
composition selon^ l' invention peut etre utilisee dans un 
traitement preventif ou curatif d'un certain nombre de 
pathologies pour lesquelles un dysf onctionnement d'un 

25 type de polarisation de la reponse immune, notammerit Thl, 
a ete observe* Parmi ces pathologies, il convient de 
citer le rejet des allo-gref f es, la sclerose en plaque,' 
les maladies inf lammatoires et chroniques de l'intestin 
(MICI) et/ou rectocoliques, la maladie de Crohn, la 

30 sarcoidite, l'ulcere peptidique induit par helicobacter 
pylori, l'arthrite rhumatoide, l'arthrite reactive, 
notamment la maladie de Lyme. 

Selon un autre mode prefere, la dite reponse immune 
est de type Th2 et le dit traitement est destine a 
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traiter une pathologie choisie dans le groupe compost de 
la tolerance aux allo-gref f es, le passage de 1' infection 
VIH au SIDA declare, le syndrome d'Omenn, les maladies 
atopiques (allergies medi^es par les IgE) , telles que les 
5 reactions d' hypersensibilite immediate et/ou 

inf lammatoire notamment 1 ' anaphylaxie systemique, 
1' anaphylaxie cutanee, l'asthme, 1' eczema, la dermatite 
atopique, notamment le psoriasis , les maladies 
inf lammatoires et chroniques de l'intestin (MICI) et/ou 

10 rectocoliques, les maladies parasitaires dans lesquelles 
une r^ponse IgE est connue comme 6tant protectrice, 
notamment les maladies parasitaires helminthiques 
(infections par Schistosoma mansoni et Nippostrongylus 
f iliaires) , la sclerose systemique progressive, la 

15 peridontite chronique, la progression tumorale. Par 
v£hicule pharmaceutiquement acceptable, on entend 
designer tout type de vehicule employe habitue llement 
dans la preparation de compositions pharmaceutiques et 
vaccinales, c'est-a-dire un diluant, vecteur synthetique 

20 ou biologique, un agent de suspension telle une solution 
saline isotonique ou tamponn^e. De preference, ces 
composes seront administr^s par voie systemique, en 
particulier par voie intraveineuse, par voie 
intramusculaire, intradermique ou par voie orale. Leurs 

25 modes d' administration, posologies et formes galeniques 
optimaux peuvent etre determines selon les criteres 
generalement pris en compte dans 1 ' etablissement d'un 
traitement adapts a un patient comme par exemple l'age. ou 
le poids corporel du patient, la gravity de son etat 

30 general, la tolerance au traitement et les effets 
secondaires constates, etc. Quand 1' agent est un 
polypeptide, un antagoniste, un ligand, un 
polynucleotide, par exemple une composition antisens, un 
vecteur, par exemple un vecteur antisens, on peut 
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1'introduire dans des tissus ou des cellules hotes par un 
certain nombre de fa<?ons, incluant 1' infection virale, la 
micro- injection ou la fusion de vSsicules. On peut 
egalement utiliser 1' injection par jet pour une 
5 administration intramusculaire. 

Enfin, 1' invention concerne 1' utilisation d'une 
cellule ou d'un animal selori 1 ' invention a des fins de 
recherches experimentales pour 1 ' analyse et l'£tude des 
mecanismes moleculaires, biologiques, biochimiques, 

10 physiologiques et/ou physiopathologiques d'au moins un 
type de polarisation de la reponse immune et/ou d'un type 
de fonction effectrice de la reponse immune. En fonction 
du type de recherche que l'on veut developper, on utilise 
'spit 1' animal entier, soit des cellules derivees dudit 

15 animal. Ces cellules peuvent €tre soit isolees 
fraichement de 1' animal ou peuvent etre immortalisees en 
culture/ soit en multipliant les passages, soit en 
transformant les cellules par des virus tels le virus 
SV40 ou le virus d' Epstein-Bahr . 

20 D'autres caracteristiques et avantages de 1 ' invention 

apparaissent dans la suite de la description avec les 
-exemples -repr£sentes ci-apres.- Dans- ces exemples on se 
referera aux figures suivantes : 

25 FIGURE 1 : Representation schematique du transgene codant 
pour la proteine autof luorescente RFP destinee 
au « Knock-In » dans 1'extremite 3' non 
codante du gene de l'IL-4. 
En haut : representation schematique de 1'extremite 3' du 
30 gene de l'IL-4. En hachur£ est representee la region 
g^nique transcrite. En pointilles est representee la 
region avale au gene de l'IL-4 qui contient des sequences 
regulatrices Le site' d' arret de la traduction est 
indique par un « STOP ». 
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En bas : representation schematique du transgene. 
IRES : site interne d' entree des ribosomes du virus de 
1 ' encephalomyocarditis 
5 RFP : _ proteine de fluorescence rouge 

Lox : site d' action de la recombinase Cre 

Neo : g£ne de resistance a la Neomycine sous la 

dependance d'un promoteur eucaryote 
TK : gene de la thymidine kinase. 

10 DTA : gene de la toxine diphterique A. 



FIGURE 2 : Representation schematique du transgene codant 
pour la proteine autof luorescente GFP destinee 
au « Knock-In » dans l'extremite 3' non 

15 codante du gene de 1'IFN-y. 

En haut : representation schematique de l'extremite 3' du 
gene de 1'IFN-y. En hachure est representee la region 
genique transcrite. En pointilles est representee la 
region avale au gene de 1'IL-y qui contient des sequences 

2 0 iregulatrices . Le site d'arr§t de la traduction est 

... _indique par.un « STOR ». _ 



25 



En bas : representation schematique du transgene. 

IRES : site interne d' entree des ribosomes du virus de 

1 ' encephalomyocarditis 



RFP 
Lox 
N€o 

30 TK : 

DTA 



proteine de fluorescence rouge 

site d' action de la recombinase Cre 

gene de resistance a la Neomycine sous la 

dependance d'un promoteur eucaryote 

gene de la thymidine kinase sous la dependance 

d'un promoteur eucaryote 

gene de la toxine diphterique A. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE 1 ; MATERIEL ET METHODES 
5 1.1. Genes endogenea cibles 

1.1,1. Interleukine 4 

L' interleukine 4 (IL-4) est une proline 

10 majoritairement secretee par exemple par les mastocytes 
actives (Bradding et al., 1992) et les cellules T, 
(Mossmann et al . , 1986). L' IL4 joue un role important 
dans la dif f erenciation des cellules T naives CD4 + 
murines en cellules effectrices de la reponse Th2 

15 (Mossmann et al. 1986, Swain et al., 1990 ; Gross et al . , 
1993 ; Kopf et al . , 1993). 

Le gene murin codant pour 1 'interleukine 4 est 
localise sur le chromosome 7 du genome de la sour is ou il 
est organise en 4 exons et 3 introns avec des sequences 

20 promotrices identifies a l'extremit£ 5' entre les 
positions - 760 et - 1 (Otsuka et al., 1987). Le 
^mecariisme^cle "I" 7 " expression" de~ I' ihterleukine "4 amplique un 
certain nombre de facteurs de transcription qui incluent 
GATA-3, C-MAF, NFAT, NIP-45 et JUN B (Li-Weber et al . , 

25 1997) . 

Un certain nombre de modeles de souris d€f icientes en 
IL-4 ont ete g£n6r€es (Kuhn et al., 1991 ; Kopf et al., 
1993 ; Noben-Trauth et al., 1996 ; Metwali et al., 1996 
1996 ; Hu-Li J. et al . 2001) . II semble que le ph^notype 
30 de souris adulte, homozygote nulle (<c knock-out ») pour 
le gene de 1 ' interleukine 4, pr^sente des taux d' IgGl et 
d'IgE r£duits avec un d£veloppement normal des cellules B 
et T et des rgponses Th2 alterees. Les h^terozygotes 
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presentent, quant £ elles, des reponses ayant un 
phenotype interm€diaire. 

Un fragment d'ADNc de 585 paires de bases codant pour 
l'IL-4 de souris a ete isol£ a partir d'une banque d'ADNc 
5 obtenue a partir de cellules T helper. Ce fragment d'ADNc 
code pour une proteine de 140 aminoacides (Lee et al., 
1986) qui, apres glycosylation, a une masse moleculaire 
de 20 kDa (Sideras et al., 1987) . 

10 1.1.2. Interferon y 

Un ADNc de 1292 pb codant pour 1 1 IFN-y de souris a 
ete identifi£ par homology avec 1' IFN-y humain par 
criblage d'une librairie de phage X de souris (Gray et 
15 al., 1983). II code pour une proteine de 15 -kDa, secret ee 
exclusivement sous la forme d'un homodimere non 

covalent. Les cellules T (majorite des CD8 + , CD4 + ThO et 
Thl) et les macrophages sont la source principale d 1 IFN- 
y . L 1 IFN-y est souvent design^ comme une cytokine 

20 inf lammatoire du fait de sa propriete d'activer les 
-macrophages en augmentant 1' expression de molecules de 
surface de classe II du MHC, et en induisant la 
liberation de cytokine pro- inf lammatoires (Farrar et al., 
1993). Le gene codant pour 1 1 IFN-y de souris a ete 

25 localise sur le chromosome 10. II est organise en 4 exons 
et 3 introns precedes par une region promoteur de 4 kb en 
5' (Gray et al., 1983). Un nouveau facteur de 
transcription appel£ T-bet a ete recemment ideritif ie 
comme responsable de l f induction de la reponse Thl par 

30 1 • iriterm£diaire de la production d 1 IFN-y (Szabo et al., 
2000). Les souris homozygotes d^ficientes pour 1 'IFN-y* se 
d£veloppent normalement et sont , en bonne sant£ en 
1* absence de pathogene. Elles presentent une 
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susceptibility augmentee aux infections micro- 
bacteriennes dues a des fonctions alterees des 
macrophages (Dalton et al., 1993). Les animaux 
heterozygotes presentent un ph£notype plus modere. 

5 

1,2, Genes rapporteurs 

Le . marquage intracellulaire par des anticorps 

10 monoclonaux specif iques est une mgthode communement 
utilisee pour la detection des cytokines dans un type 
- cellulaire donn§. Cependant, les protocoles actuels 
n€cessitent des procedures longues qui comprennent une 
etape de culture in vitro accompagnee d'une 

15 restimulation, suivie de la fixation des cellules et de 
leur permeabilisation, et entrainent la mort cellulaire 
des cellules etudiees. En revanche, le suivi d f un 
marqueur fluorescent associe a la production de la 
cytokine ciblee permettrait 1 1 identification quasi 

20 instantanee des cellules product rices avec un minimum de 
manipulation et l f isolation et la collecte de cellules 
productrices de fagon viable (en utilisant le triage par 
cytom^trie en flux par exemple) . 

De nombreux mutants ont 6te derives de la forme 

25 native de la Green Fluorescent Protein (GFP) de la meduse 
Aeguoria victoria et sont commercialisms par different 
fournisseurs . Les deux genes rapporteurs seront choisis 
de fa?on a donner l 1 expression de prot^ines a forte 
intensity de . fluorescence detectable par cytometrie. en 

30 flux de fa<;on simultanee a deux longueurs d'ondes 
distinctes. Le mutant donnant la plus forte intensite de 
fluorescence sera associe a l'IL-4 produite en quantite 
moindre par rapport a l'lFN-y. 
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L'expression des prot^ines autof luorescentes a partir 
des transgenes ne semble pas induire de toxica, te 
significative ou une alteration de la reponse immune. Les 
souris transgeniques de l'art ant£rieur exprimant la GFP 
5 ou un mutant de GFP semblent se d£velopper norma 1 ement . 
Les proteines autof luorescentes selon 1' invention sont 
majoritairement sequestrges a l'interieur de la cellule. 

De preference/ les genes rapporteurs choisis sont la 
GFP et la RFP. En effet, ce couple de permet une 
10 detection par la majorite des cytometres de flux 
disponibles dans le commerce. L' expression de la protiine 
RFP est de preference associee a la proteine 11-4 et 
celle de la GFP avec 1' interferon y. 

15 

1.3. Le vecteur de recombinaison homologue 

Un vecteur contenant le gene codant pour la proteine 
fluorescente choisie sera transfect^ dans des cellules 

20 embryonnaires de souris choisies dans un fond genetique 
appropri€ afin que s'effectue une recombinaison homologue 
du vecteur dans le locus de la cytokine ciblee. 

II a 6te demontre que le site d # entree interne du 
ribosome (IRES pour Internal ribosome entry site) du 

25 virus de 1 ' encephalite du myocarde (EMCV pour 
Encephalomyocarditis virus) permettait la transduction 
simultan6e a partir d'un seul transcrit d'ARNm, de deux 
genes rapporteurs places sous le controle d'un meme 
promoteur (Mountford et al. t 1995; Zhu et al., 1999; Liu 

30 et al 2000). Ce modele a et£ utilise recemment pour 
obtenir dans les cellules T activ£es de souris, une 
relation liniaire entre 1' expression de l'IL-4 et cellei 
du gene de la GFP introduit par infection retrovirale 
(Costa et al., 2000). Dans le systeme propose par les 
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inventeurs, un vecteur contenant le gene rapporteur sous 
1' influence d'une sequence IRES sera introduit par knock- 
in a la suite ou dans le locus du gene de la cytokine 
ciblee. Afin de perturber au minimum les mecanismes 
5 naturels de la secretion des cytokines ciblees, les 
constructions IRES-gene rapporteur devront etre introduit 
dans une portion du gene ne comport ant pas de sequences 
regulatrices connues . Des marqueurs de selection positive 
(tel que le gene de resistance a la neomycine) et 

10 negative (tel que DTA ou tk) seront egalement introduit 
dans le vecteur afin de selectionner les cellules 
embryonnaires ayant ef fectuees la recombinaison 
homologue. Des sequences Lox seront ajout£es pour 
permettre 1' excision des marqueurs de selection par 

15 1'action de la Cre, ceci afin d'obtenir un animal 
transg^nique d#pourvu des gdnes de selections, 

1.4. Souris transgeniques 

20 Des souris transgeniques exprimant 1'un ou 1' autre 

des genes rapporteurs (l'un associe & 1'IFN-y, 1'autre 
— associ# a -l'IL-4) ■ -seront produites de fagon 
independantes . Les homozygotes pour chaque type de 
transgenique seront ensuite crois§s et la descendance 

25 sera testee afin de selectionner les animaux exprimant 
les deux transgeniques. 

Le fond g^netique des animaux transgeniques pourra 
igalement etre change par croisements successifs avec des 
animaux d'un autre fond g£netique que celui utilise 

30 initialement . 
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REVENDI CATI ONS 

1. Cellule animale transgenique non humaine exprimant 
5 , au moins un transgene integre de maniere stable dans le 
genome de ladite cellule , et codant pour au moins une 
proteine rapporteuse caracterisee en ce que : 
-1' expression de ladite proteine rapporteuse 
est correlee a 1 ' expression d'au moins une proteine 
10 naturellement produite par ladite cellule et specif ique 
d'un type de polarisation de la reponse immune et/ou 
d'une fonction effectrice de la reponse immune, 

- 1' expression du. dit transgene est contr51€e 
par les elements de regulation du gene animal endogene 
15 codant pour la dite proteine naturellement produite et 
specifique d'un type de polarisation de la reponse immune 
et/ou d'une fonction effectrice de la reponse immune . 

2 . Cellule selon la revendication 1 caracterisee 
20 en ce que ledit transgene, ou son expression, n'affecte 

pas le r£seau biologique de la dite cellule. 

3. Cellule selon les revendi cat ions 1 et 2 
caracterisee en ce que & chaque type de polarisation de 

25 la reponse immune correspond une proteine rapporteuse 
distiricte. 

4. Cellule selon les revendications 1 et 2 
caracterisee en ce que a chaque type de fonction 

3 0 effectrice de la reponse immune corresponde une proteine 
rapporteuse distincte. 

5. Cellule selon les revendications 1 a 4 # 
caracterisee en ce que le type de polarisation de la 
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reponse immune est choisi parmi le type T helper (T 
auxiliaire) , T represseur, T cytotoxique, le type NK, le 
type K et le type humoral. 

5 6. Cellule selon la revendications 5, caracterisee 

en ce que le type T helper est choisi parmi le type ThO, 
Thl, Th2, Th3, Trl . 

7. Cellule selon la revendications 6, caracterisee 
10 en ce que le type T helper est choisi parmi le type Thl 

et Th2. 

8. Cellule selon la revendication 7, caracterisee 
en ce que ladite cellule exprime deux transgenes codant 

15 chacun pour une proteine rapporteuse distincte, 
1' expression de chaque proteine rapporteuse etant 
specifique du type Thl ou Th2 de polarisation de la 
reponse immune. 

20 9. Cellule selon les revendications 1 # 2 et 4/ 

caracterisee en ce que le type de fonction effectrice de 
la reponse immune est choisi parmi les activit£s ou 
fonctipns CTL, les activit^s ou fonctions phagocytaires, 
les activit^s ou fonctions cytotoxiques, les activit^s ou 

25 fonctions immunosuppressives, les activit^s ou fonctions 
de presentation d # ant igenes, les fonction d'activation 
cellulaire. 

10. Cellule selon les revendications 1 a 9, 
30 caracterisee en ce que 1 'integration dudit transgene est 
realis6e par recombinaison homologue. (« Knock-In x>) au 
niveau dudit gene animal endogene codant pour ladite 
proteine specifique d'un type de polarisation de la 
reponse immune et/ou d'une fonction effectrice de la 
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reponse immune, sans invalider 1' expression dudit gene 
animal endogene 

11. Cellule selon la revendication 10 , caract^risee 
5 en ce j^ue 1' integration dudit transgene est r£alisee en 

amont, en aval ou au milieu du gdne codant pour ladite 
proteine specif ique d'un type de polarisation de la 
reponse immune et/ou d'une fonction effectrice de la 
. reponse immune. 

10 

12. Cellule selon la revendication 11, caracteris€e 
en ce que ledit transgene comprend une sequence de 
reprise de la traduction, ladite sequence etant situee 
entre la sequence codante de ladite proteine rapporteuse 

15 et de la sequence codante de ladite proteine specif ique 
d'un type de polarisation de la reponse immune et/ou 
d'une fonction effectrice de la reponse immune. 

13; Cellule selon les revendications 1 a 9, 
20 caract§risee en ce que 1 9 integration dudit transgene est 
realis£e de maniere aleatoire sans que ladite integration 
n'affecte le reseau biologique de 1' animal ni n'invalide 
1' expression desdits genes codant pour les prot§ines 
specif iques d'un type de polarisation de la reponse 
25 immune, ou d'un type de fonction effectrice. 

14. Cellule animale transgenique non-humaine. 
caract^risee en ce qu'elle exprime : 

a) un premier transgene codant pour une premiere 
30 proteine rapporteuse, ledit premier transgene 6tant 
integre pair recombinaison homologue, (« Knock- In ») au 
niveau d'un gene animal endogdrie codant pour une proteine 
specif ique du type Thl de polarisation de la reponse 
immune sans invalider 1' expression dudit gene endogene, 
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1' expression dudit premier transgene etant correlee avec 
1' expression dudit gene animal endogene ; et/ou 

b) un second transgene codant pour une deuxieme 
proteine rapporteuse, distincte de ladite premiere 
5 proteine rapporteuse, ledit second transgene etant 
int£gre par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 
niveau d'un gene endogene codant pour une proteine 
specif ique du type Th2 de polarisation de la r^ponse 
immune, sans invalider 1' expression dudit gene endogene, 
10 1' expression dudit second transgene etant correlee avec 
1' expression dudit gdne animal endogene. 

15. Cellule selon les revendications 1 a 14 
caracterise en ce que ladite proteine rapporteuse est 

15 selectionnee dans le groupe compose des proteines 
autof luorescentes et des enzymes detectables par un 
procede histochimique . 

16. Cellule selon la revendications 15 caracterise 
20 en ce que ladite proteine autof luorescente est choisie 

dans le groupe compose de la proteine de fluorescence 
yerte . (GFP)..,__ la proteine de fluorescence verte augment£e 
(EGFP) , la proteine de fluorescence rouge (RFP) , la 
proteine de fluorescence bleue (BFP) , la proteine de 
25 fluorescence jaune (YFP) , et les variants fluorescents de 
ces proteines. 

17. Cellule selon la revendication 15, caract£ris£ 
en ce que ladite enzyme est choisie dans le groupe 

30 compost de la p-galactosidase, de la P-glucoronidase, de 
la phosphatase alcaline, de la dehydrogenase alcoolique, 
de la luciferase, de la chloramphenicol -acetyl - 
transferase, de 1' hormone de croissance. 
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18. Cellule selon les revendi cat ions 1 a 17, 
caracterisee en ce que ladite proteine specif ique de la 
polarisation de type Thl est choisie dans le groupe 
compose de 1' interleukine 2 (IL-2) , 1 ' interleukine 12 

5 (IL-12)-, 1' interleukine 18 (IL-18) , 1' interf 6ron-y, le 
TNF-p, le TNF-a, T-bet, STAT-4, la chaine (J du recepteur 
de 1'interferon y (IFN-y) , les chaines du recepteur a 
l'IL-12 et a l'IL-18, RANTES , MlP-la, MlP-lji, CD26, la 
chaine p2 du recepteur de 1 9 interleukine 12 (IL-12Rp2) 
10 CCR5, CCR2 , CXCR3. 

19. Cellule selon la revendication 18, caracterisee 
en ce que la proteine specifique de la polarisation de 

type Thl est 1 ' IFN-y. 

15 

20. Cellule selon la revendication 19, caracterisee 
en ce que ladite proteine specifique de la polarisation 
de type Thl est 1 ' IFN-y et la proteine rapporteuse est la 
GFP. 

20 

21. Cellule selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 17 , caracterisee en ce que ladite 
proteine specifique de la polarisation de type Th2 est 
choisie dans le groupe compost de 1' interleukine 3 (IL- 

25 3), 1 ' interleukine 4 (IL-4) , 1 'interleukine 5 (IL-5) , 
1' interleukine 10 (IL-10) , 1 ' interleukine 13 (IL-13) , 
GATA-3 , STAT-6, c-maf, NFAT, NIP45, CD30, CD26L, ST2L, 
CCR3, CCR4, CCR8 , CXCR4 , CRTH2 , STIF. 

30 22. Cellule selon la revendication 21, caracterisee 

en ce que ladite proteine specifique de la polarisation 
de type Th2 est 1 ' interleukine 4 (IL-4). 
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23. Cellule selon la revendication 22, caracterisee 
en ce que ladite proteine specifique de la polarisation 
de type Th2 est l'IL-4 et la proteine rapporteuse est la 
RFP. 

5 _ . 

24. Cellule selon l'une des revendications 1 a 23 
choisie dans le groupe compose des cellules de souris, de 
rat, de hamster, de cobaye, de lapin, de primates, des 
ovins, des caprins, des porcins, des bovins, du cheval . 

10 

25. Cellule de souris selon la revendication 24. 

26. Cellule selon les revendications 1 a 25, 
caracterisee en ce que ladite cellule est choisie parmi 

15 les cellules du systeme immunitaire, les cellules 
neuronales, les cellules souches embryonnaires, les 
cellules souches hematopoietiques, les cellules souches 
neuronales. 

20 27. Cellule selon la revendication 26, caracterisee 

en ce que ladite cellule du systeme immunitaire est 
choisie parmi les lymphocytes T, les cellules NK, les 
cellules K, les lymphocytes B, les mastocytes, les 
macrophages, les monocytes, les neutrophiles, les 

25 6osinophiles, les basophiles, les plaquettes, les 
monocytes des cellules dendritiques, les cellules de 
Langerhans . 

28. Cellule souche selon la revendication. 26, 
30 caracterisee en ce que ladite cellule souche est 
subsiquemment diff£renci£e en une cellule choisie parmi 
les cellules du systeme immunitaire selon la 
revendication 27 et les cellules neuronales. 
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29. Animal transgenique, non-humain, comprenant au 
moins une cellule selon les revendications 1 a 28. 

30. Animal selon la revendication 29, caracterise 
5 en ce jgu'il est choisi dans le groupe compost de la 

souris, du rat, du hamster, du cobaye, des lagomorphes, 
des primates, des ovins, des caprins, des porcins, des 
bovins, des equides. 

10 31. Animal selon la revendication 30, caracterise 

en ce que 1' animal est une souris. 

32. Animal transgenique non-humain selon la 
revendication 31 caracterisee en ce qu'il comprend au 
15 moins une cellule exprimant : 

a) un premier transgene codant pour une premiere 
proteine rapporteuse, ledit premier transgene etant 
integre par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 
niveau d'un gene endogene codant pour une proteine 

20 specif ique du type Thl de polarisation de la reponse 
immune sans invalider 1 ' expression dudit gene endogene, 
1' expression dudit premier transgene £tant correlee avec 
1' expression dudit gene animal endogene ; et 

b) un second transgdne codant pour une deuxieme 
25 proteine rapporteuse, distincte de ladite premiere 

proteine rapporteuse, ledit second transgene etant 
integr£ par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 
niveau d'un gene endogene codant pour une proteine 
sp§cifique du type Th2 de polarisation de la reponse 
30 immune, sans invalider l'expression dudit gene endogene, 
I 1 expression dudit second transgene £tant correlee avec 
l'expression dudit gene endogene. 
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33. Animal transgenique non-humain selon la 
revendication 32 caract£risee en ce que la dite prot§ine 
specif ique du type Thl de polarisation de la reponse 
immune est 1'IFN-y et la dite proteine specif ique de la 

5 polarisation de type Th2 est 1 ' interleukine 4 (IL-4) . 

34. Animal transgenique non-humain selon la 
revendication 33 caracterisee en ce que le dit premier 
transgene code pour la proteine rapporteuse GFP et en ce 

10 que le dit second transgene code pour la proteine 
rapporteuse RFP. 

35. Proc^de in vitro pour caracteriser le type de 
polarisation de la reponse immune induite par un 

15 immunogene, caracteris6 en ce qufil comprend les etapes 
de : 

a) mise en contact dudit immunogene avec une cellule 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 28 ; 

b) determination si une expression ou des expressions 
20 de transgene (sj codant pour au moins une proteine 

rapporteuse . dont l 1 expression est associee a un type de 
-polarisation de la reponse immune se prpduit 
( respect ivement « se produisent »)■;'. 

c) facul tat ivement r evaluation quantitative de 
25 1' expression du ou des proteine (s) rapporteuse (s) ; 

d) caracterisation qualitative, facul tat ivement 
quantitative, du ou des type(s) de polarisation de la 
reponse immune. 

30 36. Proced§ in vivo pour caracteriser le type de 

reponse immune induite par un immunogene, caracteris€ en 
ce qu'il comprend les Stapes de : 

a) mise en contact dudit immunogene avec un animal 
selon l'une quelconque des revendications 29 a 34 ; 
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b) determination si une expression ou des expressions 
de transgene(s) codant pour au moins une proteine 
rapporteuse dont 1' expression est associee a un type de 
reponse immune se produit (respect ivement « se 

5 produisent ») dans au moins une cellule dudit animal ; 

c) facul tat ivement , evaluation quantitative de 
1' expression du ou des proteine (s) rapporteuse (s) ; 

d) caracterisation qualitative/ f acul tat ivement 
quantitative, du ou des types de polarisation de la 

10 reponse immune. 

37. Proced£ d'obtention de cellules animales non 
humaines specif iques d'un type de polarisation de la 
reponse immune et/ou d'une fonction effectrice de la 
15 reponse immune, caracteris^ en ce qu'il comprend les 
etapes de : 

a) mise en contact d'un immunogene ou d'un agent 
pathogene induisant la mise en place une reponse immune 
/ou d'une fonction effectrice de la reponse immune avec 
20 une cellule selon l'une quelconque des revendi cat ions 1 a 
28 ; 

_b) , determination si une expression du transgene 

codant pour au moins une proteine rapporteuse, dont 
1' expression est associee au dit type de polarisation de 
25 la reponse immune et/ou au dit type de fonction 
effectrice de la reponse immune, se produit ; 

c) identification des cellules exprimant ladite' 
proteine rapporteuse. 

30 38. Proc£d6 d'obtention de cellules animales non 

humaines specif iques d'un type de reponse immune et/ou 
d'une fonction effectrice de la reponse immune, 
caracteris£ en ce qu'il comprend les Stapes de : 
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a) mise en contact d'un immunogene ou d'un agent 
pathogene induisant la mise en place d'une r€ponse immune 
ou d'une fonction effectrice de la reponse immune avec un 
animal selon l'une quelconque des revendications 29 a 

5 34 ; 

b) determination si une expression du transgene 
codant pour au moins une proteine rapporteuse assbci£e 
audit type de reponse immune et/ou a une fonction 
effectrice de la reponse immune se produit dans au moins 

10 une cellule dudit animal 

c) isolement de tout ou partie des cellules de 
1' animal .; 

d) identification parmi les cellules du dit 
1' animal des cellules exprimant ladite proteine 

15 rapporteuse. 

39. Proc6d6 selon les revendications 37 et 38 
caract£risee en ce que ledit immunogene specif ique d'un 
type de reponse immune est caracterise par un procede 
20 selon les revendications 35 ou 36. 

.40. Procede selon les revendications 37 a 39 
caracterise en ce que les cellules spnt identifiees ou 
caracterisees par cytom£trie de flux. 

25 

41. Procede de criblage de composes modulant au moins 
un type de polarisation de la reponse immune et/ou au ' 
moins une fonction effectrice de la reponse immune 
caracterise en ce qu'il comprend les Stapes de : 
30 a) mise en contact d'une cellule selon les 

revendications 1 a 28 et/ou d'un animal selon l'une des 
revendications 29 a 34 avec un immunogene responsable du 
declenchement d'une reponse immune et/ou d'une fonction 



WO 02/072820 



PCT/FR02/00837 



56 

effectrice, et de maniere simultanee ou decalee dans le 
temps avec ledit compose ; 

b) la mise en contact d'une cellule selon les 
revendications 1 a 28 et/ou un animal selon l'une des 

5 revendications 29 a 34 avec ledit immunogene de l'etape 
a) ; 

c) la determination qualitative/ f acultativement 
quantitative, de 1' expression d'au rnoins un transgene 
codant pour une proteine rapporteuse dont 1' expression 

10 est correl§e a un type specif ique de polarisation et/ou 
d'une fonction effectrice puis comparaison desdites 
expressions declenchees en a) et b) ; puis 

d) 1 ' identification du compose qui module 
selectivement la reponse immune et/ou d'une fonction 

15 effectrice. 

42. Proced^ selon la revendication 41 caracterise en 
ce que la dite polarisation de la reponse immune est de 
type Thl . 

20 

43. Procede selon la revendication 41 caracterise en 
ce que la dite polarisation de -la reponse immune est de 
type Th2. 

25 44. Utilisation d'une cellule selon les 

revendications 1 a 28 ou d'un animal selon les 
revendications 29 a 34 pour l'analyse et l'itude des 
mecanismes moleculaires , biologiques , biochimiques , 
physiologiques et/ou physiopathologiques d'au moins un 

30 type de polarisation de la reponse immune et/ou d'un type 
de fonction effectrice de la ripotise immune. 

45 i Transgene comprenant tout ou partie du gene de 
l'IL-4 murin caracterise en ce que dans l'extremite 3' 
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non codante du gene de l'IL-4 murin sont ins^rees 
sequent iellement une sequence IRES, une sequence codant 
pour une prdteine autof luorescente, une cassette de 
selection positive encadree ou non de sites-specif iques a 
5 l'actiqn des recombinases, et caracterise en ce que une 
cassette de selection negative DTA et/ou TK est presente 
a au moins une des extrernites du transgene. 

46. Transgene comprenant tout ou partie du gene murin 
10 de 1'IFN-y, caracterisg en ce que dans I'extremite 3' non 
codante du gene murin de 1 ' IFN-y sont ins^rees 
sequent iellement une sequence IRES, une sequence codant 
pour une proteine autof luorescente, une cassette de 
selection encadree ou non de sites-specif iques k 1' action 
15 des recombinases, et caracterise en ce que une cassette 
de selection negative DTA et/ou TK est presente a au 
moins une des extrernites du transgene. 



WO 02/072820 



2 / 2 



PCT/FR02/00837 



< 
H 
P 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Internal J Application No 

PCT/FR 02/00837 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , . 

IPC 7 C12N15/10 A01K67/027 C12Q1/00 
C12N15/62 C12N5/10 



C12N15/20 C12N15/24 



According lo International PalenI Classification (IPC) or to both national classfflcatlon and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N 



Documentalion searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the International search (name ot data base and, where practical, search terms used) 

WPI Data, EPO-Internal , PAJ, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 


Citation ot document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


COSTA GL ET AL.,: "Targeting rare 


1,2,5-7, 




populations of murine antigen-specific T 


9,11,12, 




lymphocytes by retroviral transduction for 


15,16, 




potential application 1n gene therapy for 


21,22, 




autoimmune disease." 


24-28, 




J. IMMUNOL. , 


35,37, 




vol. 164, no. 4, 


38,40, 




1 April 2000 (2000-04-01), page 3581-90 


43-45 




XP002187202 






cited 1n the application 






abstract 






page 3582, left-hand column, paragraph 3; 






figure 1A 






page 3585, right-hand column, line 2 -page 






3586, left-hand column, line 1 






-/-- 





m 



Further documents are listed In the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed In annex. 



0 Special categories of cited documents : 

•A' document defining the general state of the art which Is not 

considered to be ot particular relevance 
'E 1 earlier document but published on or after the international 

fifing date 

V document which may throw doubts on priority cJaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
othor means 

*P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



a T later document published after the International filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

•X* document ol particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step when the document is taken alone 

'Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the International search 

8 August 2002 


Date of mailing of the international search report 

20/08/2002 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patent laan 2 
i NL - 2280 HV Rfjswijk 

Td. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Mateo Rosell , A.M. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interne/ I Application No 

PCT/FR 02/00837 



C(Conttnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 Citation of document, with indicatlon.where appropriate, of the relevant passages 



Relevant lo claim No. 



WU MIN ET AL: "Use of alveolar 
macrophages as a Trojan horse to deliver 
and express IFN-gamma 1n the lower 
respiratory tract In immunodefldent 
mice." 

FASEB JOURNAL, 

vol. 15, no. 4, 7 March 2001 (2001-03-07), 

page A67 XP001051848 

Annual Meeting of the Federation of 

American Societies for Experimental 

Biology on Experimental Biology 

2001; Orlando, Florida, USA; March 31-Apr1l 

04, 2001 

ISSN: 0892-6638 

abstract 

ZHU JINGDONG ET AL: "Three-color flow 

cytometry analysis of trldstronic 

expression of eBFP, eGFP, and eYFP using 

EMCV-IRES linkages." 

CYTOMETRY, 

vol . 37, no. 1, 

1 September 1999 (1999-09-01), pages 

51-59, XP001051827 

ISSN: 0196-4763 

cited 1n the application 

abstract 

page 58, left-hand column, paragraph 1 
-page 59, left-hand column, paragraph 1 

LIU XUEDONG ET AL: "Generation of 
mammalian cells stably expressing multiple 
genes at predetermined levels." 
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 
vol . 280, no. 1, 

10 April 2000 (2000-04-10), pages 20-28, 

XP002187203 

ISSN: 0003-2697 

cited 1n the application 

the whole document 

LANTELME E ET AL: "Kinetics of GATA-3 
gene expression 1n early polarizing and 
committed human T cells." 
IMMUNOLOGY, 

vol. 102, no. 2, February 2001 (2001-02), 
pages 123-130, XP002187204 
ISSN: 0019-2805 
the whole document 



1,2,5-7, 

9,11,16, 

18-20, 

24-26, 

35-40, 

42,44,46 



I- 4,8, 

II- 15,24 



1,8,11, 

12,14, 

16,24,40 



1,5-7 



-/-- 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



interna I Application No 

PCT/FR 02/00837 



C(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication .where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



SZABO SUSANNE J ET AL: "A novel 
transcription factor, T-bet, directs Thl 
lineage commitment." 
CELL, 

vol. 100, no. 6, 

17 March 2000 (2000-03-17), pages 655-669, 

XP002187205 

ISSN: 0092-8674 

cited 1n the application 

the whole document 

JANKOVIC D ET AL: "Thl- or Th2-cell 

commitment during infectious disease: an 

oversimplification? - Response from 

Jankovlc, L1u and Gause" 

TRENDS IN IMMUNOLOGY, ELSEVIER, CAMBRIDGE, 

GB, 

vol . 22, no. 9, 

1 September 2001 (2001-09-01), page 482 
XP004301114 
ISSN: 1471-4906 
the whole document 

ROOK G: "Thl- or Th2-cell commitment 
during Infectious disease: an 
oversimplification?" 

TRENDS IN IMMUNOLOGY , ELSEVIER, CAMBRIDGE, 
GB, 

vol . 22, no. 9, 

1 September 2001 (2001-09-01), page 481 
XP004301113 
ISSN: 1471-4906 
the whol e document 

JANKOVIC D ET AL: "Thl- and Th2-cell 
commitment during infectious disease: 
asymmetry 1n divergent pathways" 
TRENDS IN IMMUNOLOGY, ELSEVIER, CAMBRIDGE, 
GB, 

vol . 22, no. 8, 

1 August 2001 (2001-08-01), pages 450-457, 
XP004273455 
ISSN: 1471-4906 
the whole document 



1,5-7 



1,5-7 



1,5-7 



1,5-7 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demar ternatlonale No 

PCT/FR 02/00837 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE ■ ■ 

CIB 7 C12N15/10 A01K67/027 C12Q1/00 
C12N15/62 C12N5/10 



C12N15/20 C12N15/24 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fols selon la classification naltonate et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mlnlmale consultee (systeme de classification suM des symboles de dassement) 

CIB 7 C12N 



Documentation consuflee autre que la documentation mlnimale dans la mesure oil ces documents relevant des domaines sur lesquets a ports la recherche 



Base de donnees electronlque consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

WPI Data, EPO-Internal , PAJ, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie' 



Identification des documents cites, avec. le cas echeant, I'lndicatlon des passages pertinents 



no. des revendlcations visees 



COSTA GL ET AL.,: "Targeting rare 
populations of murine antlgen-spedf 1c T 
lymphocytes by retroviral transduction for 
potential application in gene therapy for 
autoimmune disease." 
J. IMMUNOL. , 
vol. 164, no. 4, 

1 avrll 2000 (2000-04-01), page 3581-90 

XP002187202 

cite dans la demande 

abrege 

page 3582, colonne de gauche, alinea 3; 
figure 1A 

page 3585, colonne de drolte, Hgne 2 
-page 3586, colonne de gauche, Hgne 1 

-/-- 



1,2,5-7, 

9,11,12, 

15,16, 

21,22, 

24-28, 

35,37, 

38,40, 

43-45 



m 



Voir ia suite du cadre C pour ta fin de la list e des documents 



□ 



Les documents de families de brevets son) Indiques en annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

'A' document deflnbsant I'etat general de la technique, non 

considers comme particulierement pertinent 
document anterteur, mate publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
*L* document pouvant Jeter un doute sur une revindication de 

priortte ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison spedale (telle qu'lndlquee) 
a O* document se referent a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
•P' document publie avant la date de depot International, mate 

ppsterieurement a la date de priortte revendlquee 



T document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais ctte pour comprendre le principe 
ou la theorte constituant la base de rinvention 

■X" document particutierement pertinent; Hnven tlon revendlquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une actrvlte 
Inventive par rapport au document considerO isolement 

■Y' document partteulierement pertinent; Tinven lion revendlquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une adlvlte inventive 
iorsque le document est assode a un ou ptusleurs autres 
documents de meme nature, cette comblnalson etant evldente 
pour une personne du metier 
document qui fait partie de la meme famlile de brevets 



Date a laquelle la recherche internationals a ete effectrvement achevee 

8 aoQt 2002 



Date d'expedilion du present rapport de recherche Internationale 



20/08/2002 



Nom et adresse postale de fadminlstratlon chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5618 Patenilaan 2 
NL-2280 HV Rijswljk 
Tel. (♦31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 



Fondlonnaire autorise 



Mat on Rncpll AM 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



DemanI ternatlbnale No 

PCT/FR 02/00837 



C(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cateflorle ' Identification des documents cites, evec.le cas echeant, I'lndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications vlsees 



WU MIN ET AL: "Use of alveolar 
macrophages as a Trojan horse to deliver 
and express IFN-gamma 1n the lower 
respiratory tract m 1mmunodef1c1ent 
mice." 

FASEB JOURNAL, 

vol. 15, no. 4, 7 mars 2001 (2001-03-07), 

page A67 XP001051848 

Annual Meeting of the Federation of 

American Societies for Experimental 

Biology on Experimental Biology 

2001; Orlando, Florida, USA; March 31-April 

04, 2001 

ISSN: 0892-6638 

abrege 

ZHU J I NG DONG ET AL: "Three-color flow 
cytometry analysis of trldstronlc 
expression of eBFP, eGFP, and eYFP using 
EMCV-IRES linkages." 
CYTOMETRY, 
vol. 37, no. 1, 

1 septembre 1999 (1999-09-01), pages 

51-59, XP001051827 

ISSN: 0196-4763 

cite dans la demande 

abrege 

page 58, colonne de gauche, alinea 1 -page 
59, colonne de gauche, alinea 1 

LIU XUED0NG ET AL: "Generation of 
mammalian cells stably expressing multiple 
genes at predetermined levels." 
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 
vol. 280, no. 1, 

10 avril 2000 (2000-04-10), pages 20-28, 

XP002187203 

ISSN: 0003-2697 

cite dans la demande 

le document en entler 

LANTELME E ET AL: "Kinetics of GATA-3 
gene expression 1n early polarizing and 
committed human T cells." 
IMMUNOLOGY, 

vol. 102, no. 2, fevrler 2001 (2001-02), 

pages 123-130, XP002187204 

ISSN: 0019-2805 

le document en entler 



1,2,5-7, 

9,11,16, 

18-20, 

24-26, 

35-40, 

42,44,46 



I- 4,8, 

II- 15,24 



1,8,11, 

12,14, 

16,24,40 



1,5-7 



-/-- 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Oemanl er nationals Me 

PCT/FR 02/00837 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric • Identification des documente cites, ovec.le caa eeheant, I'lndlcatlondea passages pertlnenta 



no. des revendicatlons vlsees 



SZABO SUSANNE J ET AL: "A novel 
transcription factor, T-bet, directs Thl 
lineage commitment." 
CELL, 

vol. 100, no. 6, 

17 mars 2000 (2000-03-17), pages 655-669, 

XP002187205 

ISSN: 0092-8674 

cite dans la demande 

le document en entler 

JANKOVIC D ET AL: "Thl- or Th2-cel1 

commitment during Infectious disease: an 

oversimplification? - Response from 

Jankovlc, L1u and Gause" 

TRENDS IN IMMUNOLOGY, ELSEVIER, CAMBRIDGE, 

GB, 

vol . 22, no. 9, 

1 septembre 2001 (2001-09-01), page 482 

XP004301114 

ISSN: 1471-4906 

le document en entler 

ROOK G: "Thl- or Th2-cell commitment 
during Infectious disease: an 
oversimplification?" 

TRENDS IN IMMUNOLOGY, ELSEVIER, CAMBRIDGE, 
GB, 

vol. 22, no. 9, 

1 septembre 2001 (2001-09-01), page 481 

XP004301113 

ISSN: 1471-4906 

le document en entler 

JANKOVIC D ET AL: "Thl- and Th2-cell 
commitment during Infectious disease: 
asymmetry 1n divergent pathways" 
TRENDS IN IMMUNOLOGY, ELSEVIER, CAMBRIDGE, 
GB, 

vol. 22, no. 8, 1 aoQt 2001 (2001-08-01), 

pages 450-457, XP004273455 

ISSN: 1471-4906 

le document en entler 



1,5-7 



1,5-7 



1,5-7 



1,5-7 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dermnde Internationale n° 
PCT/FR 02/00837 



Cadre I Observations - lorsqu'il a 6t6 estimg que certalnes revendlcations ne pouvalent pas faire I'objet d'une recherch b 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



ConformSment a I'artlcle 17.2)a), certalnes revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour ies motifs suivants: 

1. fj Les revendications n os 

1 — se rapportent a un objet a l'6gard duquel I'administratlon n'est pas tenue de proc6der a la recherche, a savoir: 



2. PI Les revendications n- 1-18,20,32,35-39,41-44 

— se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisarnment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particuller: 

voir feullle supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. rl Les revendications n os 

— sont des revendications d6pendantes et ne sont pas rSdigees oonformSment aux dispositions de la deuxteme et de la 
troisfeme phrases de la rdgle 6.4.a). 

Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unitt de I'lnvention (suite du point 2 de la premldre feullle) 

L'administration chargee de la recherche Internationale a trouv6 plusleurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



□ 
□ 



Comme toutes les taxes additionnelles ont 6t6 payees dans les delais par le d6posant, le present rapport de recherche 
Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire i'objet d'une recherche. 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretalent ont pu 6tre effectu§es sans effort particulier 
justifiant une taxe additlonnelle, radmlnistratlon n'a sollicite le palement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demand6es a 6t6 payde dans les delais par le deposant, le present 
' — I rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour iesquelies les taxes ont ete payees, k savoir 
les revendications n 09 



4. I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a et6 pay6e dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — I de recherche Internationale ne porte que sur i'lnvention mentlonnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n °* 



Remarque quant a la reserve QjJ Les taxes additionnelles etalent accompagn6es d'une reserve de la part du deposar 

J Le palement des taxes additionnelles n'6tait assort! d'aucune reserve. 



Demande Internationale No. PCTTR 02 £0837 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 

Revendi cations nos.: 1-18,20,32,35-39,41-44 



Les revendlcatlons 1-18,20,32,35-39,41-44 presentes ont trait un produit 
d§fin1 en faisant reference a une caracterlstlque ou proprlete 
souhaltable, a savoir : des cellules an1 males trangeniques non humaines 
exprimant un transgene sped fl que et responsable d'un type de 
polarisation et/ou de fonctlon effectrlce de la reponse Immune- Les 
revendlcatlons couvrent tous les produits presentant cette 
caracterlstlque ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de T Article 6 PCT et/ou un expose au sens de T Article 
5 PCT que pour un nombre tres Umite de tels produits. Dans le cas 
present, les revendlcatlons manquent de fondement et la demande manque 
d'expose a un point tel qu'une recherche significative sur tout Te 
spectre couvert par les revendlcatlons est Impossible. 
Independamment des ralsons evoquees ci-dessus, les revendlcatlons 
manquent aussi de clarte. En effet, on a cherche a deflnir le produit au 
moyen du resultat a atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas 
present, de nouveau tel qu'une recherche significative sur tout le 
spectre couvert par les revendlcatlons est impossible. En consequence, 
la recherche n'a ete effectuee que pour les parties des revendi cations 
dont l'objet apparatt etre clair, fonde et suffisamment expose, a savolr 
les parties concernant les produits ont ete recherches, par exemple ceux 
prepares dans les exemples : exemple 1 et ceux mentionnnes dans le 
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